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 i 
Résumé 
La voie de signalisation Ras/MAPK régule de nombreuses fonctions biologiques et 
occupe un rôle central dans la transmission de signaux extracellulaires à des protéines 
cibles intracellulaires. Les dysfonctionnements de cette voie sont responsables de plusieurs 
maladies et syndromes génétiques, tels que le cancer ou le diabète. Cette voie de 
signalisation, qui régule l’activité des protéines kinases ERK1/2 comptant un grand nombre 
de substrats cellulaires, occupe une place primordiale dans de nombreux processus 
biologiques. Parmi ces substrats, on retrouve les protéines kinases de la famille RSK qui 
comptent quatre isoformes (RSK1-4). Bien que plusieurs substrats cellulaires aient été 
identifiés pour les isoformes RSK1 et RSK2, les fonctions biologiques des kinases RSK 
ainsi que les mécanismes moléculaires les régulant sont encore aujourd’hui peu décrits. 
Ainsi, afin d’améliorer nos connaissances sur la famille des RSK, nous avons utilisé 
plusieurs approches. Tout d’abord, nous avons déterminé les partenaires cellulaires à 
proximité des kinases RSK avec la mise en place d’une méthode protéomique spécifique. 
Cette première étape nous a permis d’identifier la protéine p120ctn comme un nouveau 
substrat des kinases RSK, mais aussi de démontrer le rôle de ces dernières dans la 
régulation des jonctions intercellulaires. D’autre part, en se focalisant sur un domaine 
particulier des kinases RSK encore non étudié, notre deuxième étude apporte elle aussi de 
nouvelles connaissances sur les différentes interactions des protéines RSK. Ces travaux ont 
entre autres permis de montrer que la liaison de l’isoforme RSK2 avec la protéine Scribble 
inhibe son activation par la voie de signalisation Ras/MAPK. En établissant donc des 
études à grande échelle pour déterminer les interactions propres à chaque isoforme des 
kinases RSK, nous avons identifié plusieurs nouveaux partenaires cellulaires de ces 
protéines ainsi que leurs fonctions associées. Cette étape est cruciale à la compréhension 
et la caractérisation du rôle des protéines RSK, notamment dans le développement des 
cellules cancéreuses.  
 
Mot clés : signalisation cellulaire ; phosphorylation ; jonctions intercellulaires ; cancer ; 




The Ras/MAPK signaling pathway regulates many biological functions and plays a 
key role in transducing extracellular signals to intracellular target proteins. Inappropriate 
regulation of this pathway leads to a variety of diseases and genetic syndromes, including 
cancer or diabetes. This signaling pathway regulates the activity of ERK1/2 protein 
kinases, which have many cellular substrates, and therefore regulates significant biological 
processes. Among these substrates, there is the RSK (p90 ribosomal S6 kinase) family of 
protein kinases, which is composed of four isoforms (RSK1-4). Although several cellular 
substrates have been identified for the RSK1 and RSK2 isoforms, the biological functions 
of RSK kinases and the molecular mechanisms regulating them are still poorly understood. 
Thus, to improve our knowledge of the RSK family, we used several approaches. First, we 
determined the cellular partners of the RSK kinases using a proximity-based labeling 
technique. This first step allowed us to identify the p120ctn protein as a new substrate of 
RSK kinases, but also to demonstrate the role of these proteins in the regulation of 
intercellular junction’s integrity. Additionally, by focusing on a particular domain of RSK 
kinases still unstudied, our second study also provided new insights into the different 
interactions of RSK proteins. Finally, we demonstrated that the binding of the RSK2 
isoform with the Scribble protein inhibits its activation by the Ras/MAPK signaling 
pathway. Consequently, by establishing large-scale studies to determine the specific 
interactions of each RSK isoform, we have identified several new cellular partners of these 
proteins and their associated functions. This step is crucial to understand and characterize 
the role of the RSK proteins, particularly with respect to their described functions in cancer. 
 
Key words: cell signaling; phosphorylation; intercellular junctions; cancer; RSK; MAPK; 
p120ctn; Scribble.  
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Chapitre 1 : Introduction 
1 La voie de signalisation Ras/MAPK 
La voie Ras/MAPK est l’une des voies de signalisation les plus importantes pour la 
vie. Cette voie régule de nombreuses fonctions cellulaires et occupe un rôle central dans la 
transmission de signaux extracellulaires à des protéines cibles intracellulaires (Molina and 
Adjei 2006). Ainsi, elle permet notamment de contrôler la prolifération, la survie, la 
différentiation et la migration cellulaire mais aussi l’angiogenèse et le métabolisme des 
cellules. Des dysfonctionnements dans la voie de signalisation Ras/MAPK sont 
responsables de plusieurs maladies et syndromes génétiques, tels que le cancer (Kim and 
Choi 2010).  
1.1 Mécanismes d’activation de la voie de signalisation 
L’activation de la voie de signalisation Ras/MAPK est principalement contrôlée par 
la réception de signaux extracellulaires par des récepteurs à activité tyrosine kinase (RTK). 
Le récepteur du facteur de croissance épidermique (EGFR) et le récepteur du facteur de 
croissance dérivé des plaquettes (PDGFR) sont parmi les plus importants de cette voie 
(Andrae, Gallini, and Betsholtz 2008; Wee and Wang 2017). Cependant, d’autres protéines 
membranaires sont impliquées dans la régulation de l’activité de la voie de signalisation 
tels que les intégrines (Yee, Weaver, and Hammer 2008), les récepteurs couplés aux 
protéines G (Della Rocca et al. 1997) ou les récepteurs aux cytokines (Chang et al. 2003). 
L’interaction d’un ligand avec un RTK entraîne l’oligomérisation de ce dernier avec un 
autre récepteur ou une protéine membranaire, permettant la juxtaposition de ses extrémités 
catalytiques cytoplasmiques et ainsi contrôler l'activation de ses domaines à activité 
tyrosine kinase (Lemmon and Schlessinger 2010). L’autophosphorylation des récepteurs 
induit le recrutement de protéines adaptatrices comme Grb2 (Growth factor receptor-bound 
protein 2) par le biais de son domaine SH2 (Src Homology 2). Après quoi, les protéines 
adaptatrices permettent le recrutement de protéines GEF (Guanine nucleotide Exchange 
Factors) tel que SOS1 (Son of sevenless homolog 1), qui induisent l’activation de la petite 
GTPase Ras (Figure 1). L’activation de la voie de signalisation Ras/MAPK peut être 
perturbée par l’activité aberrante des RTK et mener au développement de cellules 
 2 
cancéreuses (Du and Lovly 2018). Les dernières études de séquençage de nombreux types 
de tumeurs ont permis d’identifier des mutations chez plusieurs RTK modifiant et stimulant 

















Après la réception d’un facteur de croissance, le récepteur tyrosine kinase dimérise et 
devient actif. Ses autophosphorylations vont permettre le recrutement de la protéine 
adaptatrice Grb2 qui va recruter la protéine GEF SOS. Après quoi, cette dernière permet 
l’activation de la petite GTPase Ras qui active ensuite la famille des kinases Raf. Une fois 
activée, Raf phosphoryle les kinases MEK1/2 qui phosphorylent à leur tour le module 
ERK1/2. Les kinases ERK1/2 vont entraîner l’activation de nombreux processus cellulaires 
par l’intermédiaire de plusieurs substrats cellulaires dont les kinases RSK1-4.  
Figure 1 : Activation de la voie de signalisation Ras/MAPK 
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1.2 La petite GTPase Ras 
La famille des protéines Ras (Rat sarcoma) compte trois isoformes, N-Ras, K-Ras 
et H-Ras. Ces trois protéines ont une activité GTPase qui leur permet de passer d’un état 
inactif lié au GDP (Guanosine Diphosphate) à un état actif lié au GTP (Guanosine 
Triphosphate). Leur localisation au niveau de la membrane cellulaire due à l’interaction de 
leur extrémité C-terminale avec la couche phospholipidique membranaire facilite leur 
activation et la transduction de signaux (Ahearn et al. 2011). Ainsi, leur activation survient 
lors du remplacement du GDP par le GTP médié par des protéines GEF, et inversement, 
leur inactivation est provoquée par l’hydrolyse du GTP en GDP stimulé par des protéines 
appelées GAP (GTPase-Activating Proteins) (Hennig et al. 2015). Une fois activées, les 
protéines Ras interagissent avec différentes enzymes intracellulaires et induisent 
l’activation de différentes voies de signalisation comme la voie Ras/MAPK mais aussi la 
voie PI3K/AKT (Castellano and Downward 2011).  
Les protéines Ras sont extrêmement impliquées dans le développement du cancer 
puisqu’environ 30% des tumeurs humaines ont une mutation activatrice sur les gènes 
codant pour ces enzymes (Figure 2) (Prior, Lewis, and Mattos 2012). Ainsi le gène codant 
K-Ras est un des oncogènes les plus fréquemment mutés dans les cancers humains dont le 
cancer du pancréas (60%), colorectal (35%), des poumons (17%) et des voies biliaires 
(32%).  
1.3 Les protéines kinases Raf et MEK 
Dans la voie de signalisation Ras/MAPK, la cible directe de la petite GTPase Ras 
liée au GTP est la kinase Raf. La famille des protéines kinases sérine/thréonine Raf 
(Rapidly Accelerated Fibrosarcoma) est composée de trois membres, ARAF, BRAF et 
CRAF (appelé aussi Raf1). L’activation des kinases Raf intervient après leur recrutement 
à la membrane plasmique par la forme active de Ras liée au GTP (Leevers, Paterson, and 
Marshall 1994; Stokoe et al. 1994). Ensuite, cette interaction entraîne l’arrêt de l’auto-
inhibition de la kinase Raf, et permet alors à cette dernière de dimériser pour être 
complètement active et phosphoryler ses substrats directs, les protéines MEK1/2 (Kyriakis 
et al. 1992; Luo et al. 1996; Weber et al. 2001; Rushworth et al. 2006). Les kinases MEK1/2 
font partie d’un groupe de kinases à double spécificité, pouvant catalyser la 
phosphorylation à la fois d’une tyrosine mais aussi d’un résidu sérine ou thréonine sur des 
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protéines cibles (Roskoski 2012b). Cependant, à ce jour elles n’ont qu’un seul substrat 
caractérisé, les kinases ERK1/2. 
 Malgré que les protéines ARAF et CRAF ne sont pas ou peu mutées dans les 
cancers, on retrouve l’isoforme BRAF comme l’une des kinases les plus mutées (Figure 2) 
(Davies et al. 2002; Rahman et al. 2013). Ces mutations sont présentes dans différents 
cancers, dont les mélanomes (60%), les cancers colorectaux (20%) et les cancers 
thyroïdiens (30%). La majorité des mutations se trouvent dans le domaine kinase de BRAF 
et induisent son activation constitutive. Environ 98% des mutations concernent la valine 
en position 600 et plus de 97% de ces mutations correspondent au remplacement de cette 




Les protéines KRAS, HRAS, NRAS et BRAF sont les protéines effectrices de la voie MAPK 
retrouvées le plus souvent mutées dans les cancers. Les principaux types de cancers où 
sont retrouvées ces mutations sont listées. Les pourcentages représentent la présence des 
mutations de la protéine indiquée par rapport au nombre total de cancers du type listé. 
Figure 2 : Principaux effecteurs mutés de la voie de signalisation Ras/MAPK 
impliqués dans le développement de cancers 
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1.4 Le module ERK1/2 
Les protéines ERK1/2 (Extracellular signal–regulated kinases 1/2) sont issues de la 
famille des kinases MAPK. Les MAPK (Mitogen-activated protein kinases) font partie des 
voies de transduction de signal les plus anciennes et sont largement utilisées tout au long 
de l'évolution dans de nombreux processus physiologiques (Rodriguez, Petersen, and 
Mundy 2010; Li, Liu, and Zhang 2011; Xu et al. 2017). Toutes les cellules eucaryotes 
possèdent plusieurs MAPK qui permettent de réguler différents mécanismes cellulaires tels 
que la survie, la différentiation, l’expression des gènes ou encore la progression du cycle 
cellulaire ou le métabolisme des cellules. Chez les mammifères, 14 MAPK ont été 
caractérisées dont les kinases ERK1/2 mais aussi les enzymes JNK1/2/3 (c-Jun N-terminal 
kinases 1/2/3) (Johnson and Nakamura 2007) ou p38 (Cuadrado and Nebreda 2010). Les 
protéines ERK1/2 ont été parmi les premières MAPK à avoir été découvertes (Cooper et 
al. 1982). Ces deux kinases ont une séquence homologue à 84% et sont exprimées de 
manière abondante dans la plupart des organes et des cellules (Roskoski 2012a).  
Les protéines ERK1/2 sont activées par la phosphorylation de MEK1/2 sur un motif 
conservé Thr-Xaa-Tyr (où Thr est un résidu thréonine, Xaa n’importe quel acide aminé et 
Tyr une tyrosine) localisé à l’intérieur de la boucle d’activation de leur domaine kinase 
(Robbins et al. 1993). Une fois activées, les kinases ERK1/2 peuvent phosphoryler un 
grand nombre de substrats cellulaires sur les résidus sérine (Ser) ou thréonine (Thr) du 
motif consensus Thr/Ser-Proline. Cependant, dans la majorité des cas, il est nécessaire que 
les protéines ERK1/2 interagissent directement avec leurs substrats pour les phosphoryler, 
comme la plupart des autres MAPK. Cette interaction peut se faire par la liaison de ERK1/2 
sur plusieurs types de domaines dont notamment le domaine de liaison D qui consiste en 
un noyau de résidus basiques suivi de résidus hydrophobes (Lys/Arg-Lys/Arg-Xaa2-6-f-
Xaa-f, où f est un résidu hydrophobe, Lys une lysine et Arg une arginine) (Cargnello and 
Roux 2011). 
 Finalement, le module ERK1/2 agit comme l’un des effecteurs principaux de la voie 
de signalisation Ras/MAPK en phosphorylant dans la cellule plus d’une centaine de 
substrats connus à ce jour. Les kinases activées ERK1/2 phosphorylent des protéines dans 
différents compartiments cellulaires, notamment des protéines membranaires (Van Linden 
et al. 2000), des protéines du cytosquelette (Ku and Meier 2000), des facteurs de 
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transcriptions dans le noyau (Chung et al. 1997), mais aussi d’autres kinases (Sutherland, 
Campbell, and Cohen 1993). Ainsi, par le biais de ces deux kinases, la voie de signalisation 
va pouvoir réguler de nombreux mécanismes cellulaires et processus biologiques. Il n’est 
donc pas étonnant qu’une dérégulation de l’un des membres de cette voie de signalisation 
entraîne une activité aberrante de nombreuses protéines cellulaires sous-jacentes et mène à 
de multiples dérèglements biologiques.   
1.5 La famille des protéines kinases RSK 
Par le biais des kinases ERK1/2, la voie de signalisation Ras/MAPK permet 
l’activation de nombreux substrats cellulaires pour réguler de multiples processus 
biologiques. Parmi les protéines phosphorylées et activées par le module ERK1/2, on 
retrouve la famille des kinases RSK (90 kDa ribosomal S6 kinase).  
1.5.1 Découverte 
Au commencement, les kinases RSK ont été découvertes lors de l’étude de la 
protéine ribosomale S6 (rpS6). Plusieurs études ont démontré qu’il existe une corrélation 
entre la phosphorylation de rpS6 et l’initiation de la synthèse protéique, menant ainsi à 
l’élaboration de nombreux travaux depuis la caractérisation de cette protéine. (Gressner 
and Wool 1974; Meyuhas 2008, 2015). En 1985, alors qu’ils étudiaient les protéines 
responsables de la phosphorylation de rpS6, deux groupes de recherche ont purifié une 
protéine, appelée kinase ribosomale S6 (S6K), qui phosphorylait rpS6 à partir d'œufs de 
Xenopus laevis non fertilisés (Nielsen, Thomas, and Maller 1982; Blenis and Erikson 1984; 
Erikson and Maller 1985). Deux protéines kinases de 85-90 kDa (S6KI et S6KII) ont 
ensuite été purifiées et identifiées, conduisant au clonage d'ADN complémentaire codant 
pour des protéines hautement homologues renommées p90 RSK ou RSK (Jones et al. 
1988). Enfin, il a été montré que la kinase S6KII est phosphorylée et activée par la protéine 
kinase MAP2 (renommée plus tard ERK2), mettant ainsi en évidence l’activation de la 
protéine S6KII (connu aujourd’hui sous le nom de RSK) en aval de la voie de signalisation 
Ras/MAPK (Sturgill et al. 1988).  
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1.5.2 Structure et conservation  
La famille des kinases RSK est composée chez l’humain de quatre isoformes: 
RSK1, RSK2, RSK3 et RSK4, issues de quatre gènes indépendants (RSK1 : RPS6KA1 - 
1p36.11, RSK2 : RPS6KA3 - Xp22.12, RSK3 : RPS6KA2 - 6q27, RSK4 : RPS6KA6 - 
Xq21.1) (Carriere, Ray, et al. 2008). Les différentes protéines RSK ont une séquence 
similaire entre elles d’environ 65 à 80%, leurs extrémités N- et C-terminale étant les parties 
les plus divergentes (Figure 3). Chaque isoforme RSK possède deux domaines kinases 
différents et fonctionnels (Jones et al. 1988; Fisher and Blenis 1996; Chrestensen and 
Sturgill 2002). Un premier domaine kinase situé dans la partie N-terminale de RSK 
appartient à la famille des protéines kinases AGC (Pearce, Komander, and Alessi 2010), 
qui inclut plusieurs protéines dont Akt, SGK (Serum/glucocorticoid-regulated kinase) ou 
encore S6K1/2. Le deuxième domaine kinase appartient à la famille des CAMK 
(Ca2+/calmodulin-dependent protein kinase) (Swulius and Waxham 2008) et est situé dans 
la partie C-terminale des RSK. Par ailleurs, les RSK font partie d’un sous-groupe de la 
famille des CAMK appelé les MAPKAPK (Mitogen-activated protein kinase-activated 
protein kinase), comprenant MSK1/2 (Mitogen and stress-activated protein kinases 1/2) 
(Reyskens and Arthur 2016), MNK (MAPK-interacting protein kinases 1/2) (Joshi and 
Platanias 2014), MK2/3 (MAPK-activated protein kinase 2/3) (Ronkina, Kotlyarov, and 
Gaestel 2008) et MK5 (MAPK-activated protein kinase 5) (Perander, Keyse, and Seternes 
2008). Les protéines de ce groupe sont toutes activées par différentes MAPK et partagent 
plusieurs homologies dans leurs domaines kinases (Cargnello and Roux 2011). 
Étrangement, bien que le domaine kinase N-terminal des RSK phosphoryle plusieurs 
substrats, le domaine kinase C-terminal ne semble être impliqué que dans 
l’autophosphorylation de RSK (Bjorbaek, Zhao, and Moller 1995). Aucune étude à ce jour 
n’a permis de révéler une autre fonction de ce domaine kinase. Les deux domaines kinases 
N- et C-terminal sont connectés par une région de liaison d’une centaine d’acides aminés 
primordiale à l’activation des RSK et conservée chez plusieurs kinases de la famille AGC 
(Pearce, Komander, and Alessi 2010). De plus, les isoformes de RSK contiennent un motif 
KIM (Kinase Interaction Motif) situé au niveau de leur queue C-terminale (Smith et al. 
1999). Ce motif est relativement similaire au domaine de liaison D et correspond à un 
résidu hydrophobe suivi par deux résidus lysine ou arginine (Leu-Xaa2-Lys/Arg-Lys/Arg-
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Xaa5-Leu). Ce domaine va permettre l’ancrage des protéines ERK1/2 sur les kinases RSK 
et entraîner l’activation de ces dernières (Gavin and Nebreda 1999). Aussi, à l’extrémité 
C-terminale de chaque RSK on retrouve un motif de liaison aux domaines PDZ constitué 
de quatre acides aminées (Ser-Thr-Xaa-Leu). Ce motif est spécifique à chaque RSK et 
semble ainsi permettre des interactions avec des protéines à domaines PDZ (Thomas et al. 
2005). Enfin, on peut noter que RSK3 possède une particularité puisqu’on retrouve chez 
cette isoforme un motif de localisation nucléaire classique Lys-Lys-Xaa10-Leu-Arg-Arg-
Lys-Ser-Arg dans sa séquence N-Terminale (Zhao et al. 1995). Cependant, la 
fonctionnalité de ce domaine n’a jamais été testée.  
Finalement, des protéines orthologues des kinases RSK chez Caenorhabditis 
elegans (rskn-1 et rskn-2) (Okuyama et al. 2010) et Drosophila melanogaster (RPS6-
protein kinase-II) (Putz et al. 2004) ont été identifiées, partageant environ 50% 
d’homologie avec la séquence d’acides aminés de RSK1 humaine et possédant aussi les 
deux domaines kinases. Aucun orthologue chez la levure ou les plantes n’a été identifié. 
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Les protéines kinases RSK1-4 sont caractérisées par la présence de deux domaines 
fonctionnels, le domaine kinase N-terminal (NTKD) et le domaine kinase C-terminal 
(CTKD), qui sont reliés par une région de liaison. Les extrémités C-terminales contiennent 
un domaine d’ancrage KIM des kinases ERK1/2. L'extrémité C-terminale comprend aussi 
un motif de liaison aux domaines PDZ (PBM). De plus, RSK3 contient un signal de 
localisation nucléaire (NLS) dans sa région N-terminale. L'activation des kinases RSK est 
associée à une phosphorylation sur plusieurs résidus (représentée au niveau de leur 
position respective). En bas, les sites de phosphorylation conservés nécessaires à 
l'activation RSK sont encadrés et les kinases responsables de la phosphorylation sont 
listées. À droite, le pourcentage d'identité en acides aminés pour chacune des isoformes se 
rapporte à la protéines RSK1 humaine. (Adapté de Houles and Roux 2018) 
Figure 3 : Caractéristiques structurelles des kinases RSK1-4 
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1.5.3 Expression tissulaire  
Bien que possédant de nombreux points communs, plusieurs évidences démontrent 
que les quatre isoformes RSK1-4 semblent avoir un patron d’expression différents entre 
elles (Figure 4). Tout d’abord, bien que les gènes RPS6KA1 et RPS6KA2 ne codent que 
pour un transcrit, des analyses montrent que les gènes RPS6KA3 et RPS6KA6 ont 
respectivement un et deux transcrits alternatifs (Zeniou et al. 2002; Yntema et al. 1999). 
De plus, des études de l’ARN messager (ARNm) des RSK chez l’humain et la souris 
révèlent que l’isoforme RSK4 est beaucoup moins exprimée que les trois autres. L’ARNm 
de RSK1 est abondant dans les poumons, les reins et le pancréas alors que RSK2 et RSK3 
sont présents dans les muscles squelettiques, le cœur et le pancréas (Alcorta et al. 1989; 
Moller et al. 1994; Zhao et al. 1995; Zeniou et al. 2002). Par ailleurs, bien que ces trois 
isoformes semblent fortement exprimées dans le cerveau, on note cependant quelques 
spécificités. RSK1 est enrichie dans le cervelet tandis que l’isoforme RSK2 est présente 
dans le cervelet mais aussi le néocortex et l’hippocampe. RSK3 est également très 
abondante dans le système nerveux central, avec une expression élevée de l'ARNm dans le 
cortex cérébral, le gyrus denté et l'amygdale. Enfin, à des niveaux d’expression très réduit, 
on retrouve l’ARNm de l’isoforme RSK4 dans le cerveau, le rein, le pancréas ainsi que 
dans le placenta (Yntema et al. 1999).  
Des études développementales effectuées chez la souris ont aussi permis de 
déterminer le niveau d’expression et la localisation des différentes isoformes dans les 
embryons. Ainsi, alors que l’ARNm de RSK2 semble exprimé uniquement dans les 
somites, l’ARNm de RSK1 semble beaucoup plus abondant durant l’embryogenèse 
(Zeniou et al. 2002; Kohn et al. 2003). En effet, on le retrouve à un haut niveau dans les 
cellules du neuro-épithélium au niveau du tube neural en formation. Par ailleurs, à un stade 
plus avancé du développement, l’ARNm de RSK1 est grandement exprimé dans des 
organes dont les cellules prolifèrent abondamment tels que le foie, les poumons, le thymus 
ainsi que dans l’épithélium olfactif et intestinal. L’isoforme RSK3 semble être plutôt 
largement exprimée chez l’embryon au niveau de la zone ventriculaire ainsi que dans le 
tissu neuro-épithélial plus tard dans le développement (Zeniou et al. 2002).  
  
 11 
Expression relative des ARNm RSK1–4 dérivés des intensités de fluorescence de multiples 
sondes pour chaque transcrit sur des puces Affymetrix. Les valeurs d'intensité ont été 
résumées en utilisant l'algorithme de traitement de données gcrma, et les données ont été 
extraites de la base de données BioGPS. (Extrait de Romeo, Zhang, and Roux 2012) 
Figure 4 : Patron d'expression des ARNm codant pour les protéines RSK1–4 dans 
les tissus humains et de souris 
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Enfin, l’isoforme RSK4 est exprimée de manière soutenue à travers le fœtus et 
semble spécifiquement enrichie dans le tissu extra-embryonnaire lors du développement 
chez la souris (Kohn et al. 2003; Myers et al. 2004).  
1.5.4 Localisation cellulaire  
Au niveau cellulaire, plusieurs travaux montrent que les isoformes RSK1-3 sont 
localisées dans le cytoplasme et semblent en partie relocalisées dans le noyau après leur 
activation (Zhao et al. 1995; Chen, Sarnecki, and Blenis 1992; Sulzmaier et al. 2016). En 
étudiant l’isoforme RSK1, il a été montré que cette kinase nécessite un passage à la 
membrane plasmique pour une activation complète avant d’être localisée au niveau du 
noyau (Richards et al. 2001). La protéine RSK4 est un cas particulier puisque cette 
isoforme semble être constamment localisée dans le cytoplasme même après son activation 
(Dummler et al. 2005). Le mécanisme par lequel les kinases RSK1-3 sont relocalisées dans 
le noyau après leur activation nécessite des études supplémentaires pour comprendre ce 
phénomène. Cependant, une étude suggère que la localisation de l’isoforme RSK1 dans le 
noyau est régulée par son interaction avec les protéines PKA (Protéine kinase A) et 
AKAP95 (A-kinase anchor protein 95) (Gao, Chaturvedi, and Patel 2012). Par ailleurs, 
l’interaction de l’isoforme RSK2 avec la protéine PEA-15 (Proliferation And Apoptosis 
Adaptor Protein 15) semble inhiber son transport au noyau (Vaidyanathan and Ramos 
2003), indiquant différents mécanismes alternatifs régulant la relocalisation des kinases 
RSK au niveau nucléaire. De plus, il semblerait que la localisation des kinases RSK ne soit 
pas uniquement cytoplasmique. En effet, un groupe de recherche montre une localisation 
spécifique des kinases RSK2-3 au niveau des microtubules notamment lors de la mitose 
dans des fibroblastes murins immortalisés (Willard and Crouch 2001). Aussi, en 
interagissant avec la protéine TIA-1 (T-cell-restricted intracellular antigen-1), l’isoforme 
RSK2 est retrouvée au niveau des granules de stress dans des cellules tumorales 
mammaires humaines (Eisinger-Mathason et al. 2008). Ainsi, la localisation des kinases 




1.5.5 Mécanismes d’activation  
L’activation des protéines RSK est un mécanisme assez complexe nécessitant 
l’apport de plusieurs kinases entrainant une série de phosphorylations sur plusieurs de leurs 
résidus (Figure 5). Toutes les isoformes RSK, y compris les orthologues de RSK chez 
Caenorhabditis elegans et Drosophila melanogaster, contiennent les quatre sites de 
phosphorylation essentiels (Ser221, Ser363, Ser380 et Thr573 chez l’isoforme RSK1 
humaine) à l’activation complète des RSK (Dalby et al. 1998).  
Ainsi, le modèle d'activation des RSK est plutôt bien défini. Tout d’abord, après 
leur liaison sur le domaine KIM, les kinases ERK1/2 phosphorylent la boucle d'activation 
du domaine kinase C-terminal sur le résidu Thr573 (Sutherland, Campbell, and Cohen 
1993). Par ailleurs, ERK1/2 phosphorylent aussi les résidus Thr359 et Ser363 situés dans 
la région de liaison entre les deux domaines kinases (Dalby et al. 1998). Alors que la 
phosphorylation en Ser363 semble stimuler l’activité catalytique du domaine kinase N-
terminal, la phosphorylation en Thr573 contribue à la translocation des RSK à la membrane 
plasmique et va permettre l’autophosphorylation des RSK en Ser380 via le domaine kinase 
C-terminal (Vik and Ryder 1997). La phosphorylation en Ser380 permet de créer un site 
d’ancrage pour la kinase PDK1 (3-phosphoinositide-dependent protein kinase 1) (Frodin 
et al. 2000), qui une fois attachée aux RSK, phosphoryle la Ser221 dans la boucle 
d’activation du domaine kinase N-terminal et entraine l’activation complète des RSK 
(Richards et al. 1999; Jensen et al. 1999). Par la suite, cette activation est maintenue grâce 
à un changement conformationnel du domaine kinase N-terminal des RSK. En effet, une 
fois PDK1 dissociée des RSK, la Ser380 phosphorylée interagit avec le site d’ancrage au 
phosphate dans le domaine kinase N-terminal, entrainant une association stable entre le 
motif et la poche hydrophobique de ce domaine kinase (Frodin et al. 2002). Des études 
structurales additionnelles laissent cependant penser que la conformation du domaine 
kinase N-terminal des RSK une fois activé soit plus complexe que décrit précédemment, 
demandant ainsi des travaux plus approfondis pour décrire ce processus (Ikuta et al. 2007; 
Malakhova et al. 2009). Finalement, après l’activation complète, une autophosphorylation 
de RSK dans sa queue C-terminale arrête l’interaction entre RSK et ERK1/2 (Roux, 
Richards, and Blenis 2003). Ceci ne semble pas être le cas pour l’isoforme RSK3, qui 
apparait lié à ERK1/2 de manière constante.   
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Plusieurs éléments importants sont aussi à noter dans le processus d’activation des 
kinases RSK. Comme mentionné précédemment, la Ser221 est phosphorylée par la kinase 
PDK1, aussi impliquée dans la phosphorylation et l’activation d’autres kinases de la famille 
AGC, notamment Akt, SGK et S6K (Gagliardi, Puliafito, and Primo 2018). De ce fait, dans 
des cellules n’exprimant pas la kinase PDK1, les isoformes RSK1-3 ne peuvent pas être 
activées (Williams et al. 2000). Par ailleurs, bien que l’activation de la kinase Akt par 
PDK1 nécessite le domaine PH de cette dernière, l’activation de RSK1-3 est toujours 
possible sans ce domaine fonctionnel qui se lie à la membrane cellulaire (Jensen et al. 
1999). Ainsi, l’activation des kinases RSK ne semble pas être dépendante des domaines 
membranaires PIP3 et l’inhibition de la kinase PI3K (Phosphoinositide 3-kinase) n’affecte 
pas l’activité des RSK (Ray-David et al. 2013; Houles et al. 2018). De plus, alors que PDK1 
est requis pour l’activation des isoformes RSK1-3, l’isoforme RSK4 ne semble pas 
nécessiter PDK1 et montre un haut niveau d’activité basale (Dummler et al. 2005). 
Finalement, il semblerait que l’interaction entre PDK1 et son site d’ancrage sur l’isoforme 
RSK2 augmente le niveau d’activation de la kinase PDK1, suggérant que cette interaction 


































(1) Le motif KIM sur les kinases RSK favorise l’interaction avec les protéines ERK1/2 et 
entraîne l'activation des RSK. (2) Les kinases ERK1/2 phosphorylent le résidu Thr573 dans 
le CTKD des RSK. (3) Ensuite, le CTKD activé autophosphoryle RSK au niveau de son 
motif hydrophobe, sur la Ser380. ERK1/2 phosphorylent aussi la Thr359 et la Ser363 dans 
la région entre le NTKD et le CTKD. (4) Après quoi, la kinase PDK1, se lie au motif 
hydrophobe phosphorylé et phosphoryle à son tour la Ser221 dans la séquence de la boucle 
d'activation du NTKD, entraînant une activation complète des protéines RSK. (5) Ceci est 
suivi par une autophosphorylation de la Ser737 par le NTKD qui entraîne la dissociation 
de ERK1/2 du motif KIM. (6) Enfin, les kinases RSK activées phosphorylent leurs substrats 
en utilisant leur NTKD. (Adapté de Romeo, Zhang, and Roux 2012) 
Figure 5 : Mécanisme d’activation séquentielle des kinases RSK1-4 
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1.5.6 Mécanismes d’activation alternatifs 
Malgré un mécanisme d’activation assez bien décrit aujourd’hui, plusieurs 
évidences laissent penser que les kinases RSK puissent aussi être activées de manières 
alternatives. En effet, certaines études démontrent que l’isoforme RSK2 est phosphorylée 
par le biais des protéines FGFR2/3 (Fibroblast growth factor receptor 2/3), Src (Proto-
oncogene tyrosine-protein kinase Src) et Fyn (Proto-oncogene tyrosine-protein kinase Fyn) 
sur son résidu tyrosine 529 (Kang et al. 2007; Kang et al. 2008; Czaplinska et al. 2014). 
Cette phosphorylation à l’intérieur du domaine kinase C-Terminal semble stabiliser 
l’association entre RSK2 et ERK1/2, augmentant ainsi l’activité de RSK2. Par ailleurs, 
dans plusieurs types cellulaires la sérine 380 nécessaire à l’activation des RSK peut être 
phosphorylée par l’enzyme p38 via les kinases MK2/3 (Zaru et al. 2007; Zaru et al. 2015). 
Des suggestions ayant déjà été émises sur la dépendance du domaine kinase C-terminal des 
RSK dans l’activation de ces dernières (Cohen, Hadjivassiliou, and Taunton 2007), ces 
résultats viennent donc corroborer l’hypothèse d’un mécanisme alternatif et indépendant 
du domaine kinase C-terminal pour activer les kinases RSK dans certains contextes 
cellulaires.  
1.5.7 Fonctions  
Depuis leur découverte, les kinases RSK ont beaucoup été étudiées dans le but 
d’élucider leurs fonctions. Aujourd’hui encore, le rôle spécifique de chaque isoforme ne 
semble pas clairement caractérisé. Cependant, de nombreuses recherches ont permis 
d’identifier des fonctions biologiques vitales contrôlées par les protéines RSK mais aussi 
les mécanismes moléculaires sous-jacents, notamment la phosphorylation de différents 
substrats caractéristiques.  
1.5.7.1 Reconnaissance des substrats  
À l’origine, une première étude a déterminé la spécificité des substrats 
phosphorylés par RSK en utilisant des peptides synthétiques (Leighton et al. 1995). Le 
motif minimum Arg/Lys-Xaa-Arg-Xaa-Xaa- pSer/Thr ou Arg-Xaa-Xaa-pSer/Thr a ensuite 
été confirmé comme étant nécessaire pour une phosphorylation par les kinases RSK (Galan 
et al. 2014). Par ailleurs, RSK semble nettement préférer les résidus arginine comparé aux 
résidus lysine, ce qui corrobore avec la majorité des substrats RSK identifiés à ce jour 
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(Romeo, Zhang, and Roux 2012). De plus, des analyses ont également indiqué que les 
kinases RSK ont une préférence à phosphoryler les résidus sérine plutôt que thréonine, la 
majorité des substrats RSK identifiés à ce jour ayant un résidu sérine comme site 
phosphoaccepteur (Figure 6) (Romeo, Zhang, and Roux 2012). Dans l'ensemble, très peu 
de substrats supposés se sont révélés être phosphorylés sur les résidus thréonine, jetant un 
doute quant à savoir si ces protéines sont de véritables substrats des kinases RSK dans la 
cellule. Enfin, il est nécessaire de prendre en compte le fait que RSK partage son motif de 
phosphorylation avec d’autres kinases de la famille AGC comme Akt ou S6K (Moritz et 









Les sites de phosphorylation des kinases RSK dans leurs substrats montrent une forte 
préférence pour les résidus d'arginine dans les positions -5 et -3 par rapport au site 
phosphoaccepteur indiqué par une flèche. Ce dernier est plus souvent un résidu sérine, car 
très peu de substrats RSK validés à ce jour se sont révélés phosphorylés sur des résidus 
thréonine. (Adapté de Romeo, Zhang, and Roux 2012) 
1.5.7.2 Activité transcriptionnelle  
Une des fonctions importantes des kinases RSK est le contrôle de l’expression des 
gènes, notamment en phosphorylant plusieurs facteurs de transcriptions spécifiques et en 
régulant ainsi leur activité. Des études montrent en effet que RSK1 et RSK2 phosphorylent 
le facteur de transcription CREB (cAMP response element-binding protein) entrainant 
l’expression de plusieurs gènes (Xing, Ginty, and Greenberg 1996; Bonni et al. 1999; 
Figure 6 : Fréquence WebLogo des séquences cibles pour les 
substrats des kinases RSK connus 
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Kwon et al. 2000). L’activation de cette protéine ainsi que celles du complexe Elk1/SRF 
(ETS domain-containing protein Elk-1/Serum response factor) permet par exemple la 
transcription du gène c-fos (De Cesare et al. 1998; Bruning et al. 2000). De plus, l’isoforme 
RSK1 phosphoryle les protéines SRF (Rivera et al. 1993), c-Fos (Proto-oncogene c-Fos) 
(Chen, Abate, and Blenis 1993), mais aussi Nur77 (Nuclear receptor subfamily 4 group A 
member 1) (Davis et al. 1993; Wingate et al. 2006), qui sont toutes des facteurs de 
transcription impliqués dans l’expression de gènes à réponse immédiate essentiels à la 
cellule (Bahrami and Drablos 2016). D’après les travaux additionnels d’un groupe de 
recherche, la régulation de c-Fos par RSK serait aussi importante dans le développement 
osseux (David et al. 2005; Bakiri et al. 2011).  
Par ailleurs, d’autres facteurs de transcriptions sont régulés par les kinases RSK. 
L’isoforme RSK1 entraine la dégradation des protéines IkBa et IkBb (NF-kB inhibitor 
a/b) en les phosphorylant (Ghoda, Lin, and Greene 1997; Schouten et al. 1997; Xu et al. 
2006). Ces dernières étant des inhibiteurs du facteur de transcription NF-kB (nuclear 
factor-kB), RSK1 augmente ainsi l’activité de cette protéine. Il est aussi suggéré que RSK 
phosphoryle la protéine p65, une sous unité du complexe NF-kB, pour favoriser son 
activation (Bohuslav et al. 2004; Zhang, Cheng, et al. 2005; Zhang, Ma, et al. 2005). De 
même, l’isoforme RSK1 s’associe et phosphoryle le récepteur à l’œstrogène alpha pour 
accroitre son activité transcriptionnelle (Joel et al. 1998; Yamnik and Holz 2010). La 
protéine YB-1 (Y-box binding protein-1) est aussi phosphorylée par RSK1/2 (Stratford et 
al. 2008; Tiwari et al. 2018). Bien que cette enzyme exerce plusieurs fonctions dans la 
cellule, c’est un facteur de transcription actif dont la localisation semble modulée par les 
kinases RSK, notamment dans les cellules cancéreuses. Enfin, RSK1 phosphoryle le 
facteur de transcription MITF (Microphtalmia-associated Transcription Factor), un 
élément qui semble important dans le développement des mélanomes (Wu et al. 2000). 
Ainsi, tout comme leurs activateurs ERK1/2, les kinases RSK sont considérées comme des 
régulateurs importants de l’expression des gènes à travers des mécanismes directs ou 
indirects. Une étude a même estimé que RSK régule jusqu’à 20% de l’expression génique 
contrôlée par le module ERK1/2 (Doehn et al. 2009).  
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1.5.7.3 Croissance cellulaire et synthèse protéique 
Au cours des dernières décennies, plusieurs études mettent en avant l’implication 
des kinases RSK dans l’activation de la synthèse protéique, régulant ainsi la croissance 
cellulaire. En effet, il a été montré que RSK phosphoryle plusieurs éléments importants 
dans la synthèse des protéines dont la sous unité ribosomal rpS6 (Pende et al. 2004; Roux 
et al. 2007), régulant ainsi l’assemblage du complexe de pré-initiation de la traduction, 
mais aussi la protéine TSC2 (Tuberous sclerosis 2 protein) (Roux et al. 2004; Rolfe et al. 
2005), un inhibiteur de la protéine kinase mTOR (mammalian target of rapamycin). En 
phosphorylant TSC2, RSK va empêcher cette protéine d’inhiber mTOR et ainsi permettre 
la traduction de protéines. Les kinases RSK entraînent aussi l’activation de mTOR en 
phosphorylant la protéine Raptor (Regulatory-associated protein of mTOR), un membre 
important du complexe mTORC1 (mTOR complex 1) (Carriere, Cargnello, et al. 2008). 
Par ailleurs, la protéine GSK3 (Glycogen synthase kinase-3) est un substrat connu des 
kinases RSK (Sutherland, Leighton, and Cohen 1993; Angenstein, Greenough, and Weiler 
1998). Après sa phosphorylation par RSK, cette kinase inhibitrice est désactivée et ses 
substrats dont le facteur d’initiation de la traduction eIF2B (Eukaryotic Initiation Factor 2 
GEF) sont alors fonctionnels (Wang et al. 2002). De plus, RSK phosphoryle la protéine 
kinase LKB1 (Liver kinase b1) et inhibe son activité (Zheng et al. 2009). Ainsi, comme 
des études montrent l’importance des protéines GSK3 et LKB1 dans l’activation de la 
protéine inhibitrice TSC2 (Shaw et al. 2004; Inoki et al. 2006), on peut donc suggérer que 
les kinases RSK permettent aussi l’activation de mTOR par l’inhibition de GSK3 et LKB1. 
Finalement, RSK promeut aussi la synthèse protéique en phosphorylant la kinase eEF2 
(Elongation factor 2) et le facteur d’initiation de la traduction eIF4B (eukaryotic translation 
initiation factor 4B) (Wang et al. 2001; Shahbazian et al. 2006).  
1.5.7.4 Prolifération et cycle cellulaire 
Les kinases RSK ont un impact non négligeable sur le déroulement du cycle 
cellulaire et la prolifération des cellules. Précédemment dans cette introduction, il a été 
expliqué que RSK phosphoryle le facteur de transcription c-Fos pour stabiliser son 
expression mais aussi la kinase GSK3 pour inhiber son activité. La phosphorylation de c-
Fos a un rôle important sur la succession des étapes du cycle cellulaire puisque ce facteur 
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de transcription régule l’expression de la cycline D1 durant la phase G1 (Brown et al. 
1998). La kinase GSK3 elle, va entraîner la dégradation des protéines c-Myc et cycline D1 
(Diehl et al. 1998; Kotliarova et al. 2008). Ainsi, son inhibition par la phosphorylation de 
RSK permet à la cellule de proliférer en facilitant la progression du cycle cellulaire. De 
même, RSK2 phosphoryle la protéine Cdc25C (M-phase inducer phosphatase 3) qui va 
activer la kinase CDK1 (Cyclin-dependent kinase 1) liée à la cycline B (Wang, Jung, et al. 
2010), et RSK1/2 phosphorylent et stoppent l’activité de p27kip1 (Fujita, Sato, and Tsuruo 
2003; Larrea et al. 2009), un inhibiteur de la kinase CDK2 (Cyclin-dependent kinase 2). 
Par le biais de ces deux substrats, les kinases RSK régulent donc directement l’évolution 
du cycle cellulaire. De plus, RSK contrôle la prolifération cellulaire en entraînant la 
dégradation de la protéine Mad1 (Mitotic spindle assembly checkpoint protein), un 
régulateur négatif de l’activité transcriptionnelle et proliférative de Myc (Zhu, Blenis, and 
Yuan 2008). Finalement, les kinases RSK semblent contrôler négativement l’efficacité des 
points de contrôle au cours du cycle cellulaire en phosphorylant les protéines Chk1 (Cell 
cycle checkpoint kinase 1) et Mre11 (Meiotic recombination 11), permettant notamment 
aux cellules de mélanomes de proliférer (Ray-David et al. 2013; Chen et al. 2013).  
1.5.7.5 Survie cellulaire 
Certains travaux démontrent aussi que RSK1 et RSK2 régulent la survie cellulaire 
de manière positive. Comme mentionné précédemment, ces deux isoformes phosphorylent 
le facteur de transcription CREB et permettent ainsi la transcription de gènes favorisant la 
survie cellulaire (Walton et al. 1999; Arany et al. 2005; Gubbay et al. 2006). Il en est de 
même avec la régulation du facteur de transcription NF-kB (Luo, Kamata, and Karin 2005). 
Par ailleurs, l’isoforme RSK1 est connue pour phosphoryler la protéine Bad (Bcl-2-
associated death promoter) et inhiber sa fonction pro-apoptotique (Bonni et al. 1999; 
Shimamura et al. 2000). Deux autres substrats des kinases RSK jouent aussi un rôle dans 
la survie cellulaire. Tout d’abord, RSK1 et RSK2 phosphorylent la protéine DAPK (Death-
associated protein kinase), un suppresseur de tumeur réprimé dans plusieurs cancers (Lin, 
Hupp, and Stevens 2010). Cette phosphorylation inactive les propriétés pro-apoptotique de 
cette protéine et augmente la survie cellulaire (Anjum et al. 2005). Enfin, RSK1 
phosphoryle aussi la protéine C/EBPβ (CCAAT-enhancer-binding protein), créant sur cette 
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dernière un site d’attache pour les protéines caspases 1 et 8 (cysteine-aspartic protease 1/8), 
inhibant ainsi leur activité (Buck et al. 2001).  
1.5.7.6 Adhésion cellulaire et motilité 
Finalement, plusieurs études indiquent que RSK aurait un impact sur l’adhésion 
cellulaire et la motilité, notamment en régulant le cytosquelette d’actine (Sulzmaier and 
Ramos 2013). Une première étude montre en effet que RSK1 et RSK2 sont responsable de 
la transcription de plusieurs gènes impliqués dans la motilité cellulaire et l’invasion (Doehn 
et al. 2009). Ces deux isoformes sont alors décrites comme des éléments importants de la 
transition épithélio-mésenchymateuse (EMT). De plus, une seconde étude démontrant que 
l’inhibition des kinases RSK entraine une baisse de la migration cellulaire vient confirmer 
le rôle de ces protéines dans ce processus biologique (Smolen et al. 2010). Par ailleurs, 
deux groupes de recherche ont identifié la filamine A, une protéine se fixant sur l’actine 
pour la stabiliser, comme un substrat de RSK1 et RSK2 (Woo et al. 2004; Gawecka et al. 
2012). Cette phosphorylation supprime l’activation des intégrines ainsi que l’adhésion 
cellulaire et augmente ainsi la migration des cellules, notamment pour les cellules de 
mélanomes. Enfin, RSK semble phosphoryler et inactiver la protéine SH3BP2 (SH3 
domain-binding protein 2), un régulateur négatif de la motilité cellulaire (Tanimura et al. 
2011). Ainsi, en régulant la transcription de certains gènes ou la phosphorylation de 
protéines spécifiques, les kinases RSK réduisent l’adhésion cellulaire tout en augmentant 
la migration.  
1.5.7.7 Métabolisme 
Bien que la plupart des substrats identifiés pour les protéines RSK sont impliqués 
dans des processus biologiques tels que la prolifération, la croissance et la survie cellulaire 
ainsi que la migration, l’identification d’autres substrats des RSK suggère une implication 
de ces kinases dans des processus biologiques différents. En effet, des recherches 
démontrent que l’isoforme RSK2 phosphoryle la protéine membranaire NHE1 (sodium-
hydrogen antiporter 1) et régule l’échange des ions Na+/H+ mais aussi le pH intracellulaire 
(Takahashi et al. 1999; Luo et al. 2007; Chen and Mackintosh 2009). De même, la protéine 
AS160 (Akt substrate of 160 kDa) a été identifiée comme un substrat des RSK (Geraghty 
et al. 2007). AS160 est impliquée dans la translocation de la protéine GLUT4 (Glucose 
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transporter type 4), un important transporteur du glucose à travers les muscles et le tissu 
adipeux. Par ailleurs, une étude a récemment montré que les kinases RSK phosphorylent 
et activent la protéine PFKFB2 (6-phosphofructo-2-kinase/fructose-2,6-biphosphatase 2), 
une enzyme régulatrice de la glycolyse (Houles et al. 2018). Les kinases RSK semblent 
aussi réguler le métabolisme du glucose en contrôlant la voie de signalisation de l’insuline 
par la phosphorylation de la protéine IRS-1 (Insulin receptor substrate 1), une enzyme 
adaptatrice des récepteurs à l’insuline (Smadja-Lamere et al. 2013). Ainsi, par 
l’identification de ces différents substrats, l’implication des protéines RSK dans le contrôle 
du métabolisme cellulaire semble évidente, notamment dans la respiration oxydative des 
cellules cancéreuses. L’impact des kinases RSK dans ce processus est d’autant plus 
confirmée par la régulation qu’elles exercent sur l’activité de la protéine GSK3, une kinase 
importante dans la glycogénèse (Jope, Yuskaitis, and Beurel 2007). 
1.5.7.8 Rétroaction négative 
Plusieurs études soulignent aussi l’impact des kinases RSK sur l’activation de la 
voie de signalisation Ras/MAPK. Les kinases RSK, lorsqu’elles sont activées, forment une 
boucle de rétroaction négative sur cette voie de signalisation et entraînent ainsi une baisse 
de l’activité du module ERK1/2. Ce phénomène a été identifié dans des souris knock-out 
pour le gène RPS6KA3 codant pour la protéine RSK2, qui possèdent une plus grande 
activité des kinases ERK1/2 comparé aux souris sauvages exprimant RSK2 (Dufresne et 
al. 2001). Chez la drosophile, la délétion de l’orthologue des kinases RSK semble aussi 
augmenter le niveau d’activité des protéines ERK1/2 (Kim et al. 2006). La phosphorylation 
de la protéine GEF SOS1 impliquée dans l’activation de la petite GTPase Ras par RSK 
serait un des mécanismes moléculaires responsables de cette boucle de rétroaction négative 
(Douville and Downward 1997; Saha et al. 2012). Ainsi, de par leur activation, les kinases 
RSK semblent exercer une régulation permanente sur l’activité de la voie Ras/MAPK.  
1.5.7.9 Régulations physiologiques 
Les régulations physiologiques des kinases RSK ont commencé à être étudiées 
après l’identification du rôle de l’isoforme RSK2 dans le syndrome de Coffin-Lowry. En 
effet, on retrouve chez la majorité des patients atteints de ce syndrome des mutations dans 
le gène RPS6KA3, qui code pour la protéine RSK2 (Trivier et al. 1996; Hanauer and Young 
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2002). Environ 30% de ces mutations sont des mutations faux sens, 20% des mutations 
non-sens, 20% sont dues à des erreurs d’épissage et 30% sont des petites délétions ou 
insertions rendant ainsi la protéine RSK2 non fonctionnelle ou tronquée. Le syndrome de 
Coffin-Lowry est une maladie liée au chromosome X caractérisée par un retard mental 
chez les patients masculins, ainsi que des problèmes psychomoteurs et des malformations 
squelettiques (Pereira et al. 2010; Lange, Stone, and Aftimos 2010). Bien souvent, on 
retrouve aussi chez ces patients une baisse du volume total du cerveau, le cervelet et 
l'hippocampe étant particulièrement touchés (Kesler et al. 2007). Les patients féminins sont 
beaucoup moins touchés et il est difficile d’établir un diagnostic chez ces derniers. Les 
symptômes observés chez les patients coïncident avec les observations faites chez la souris 
knock-out pour le gène codant la protéine RSK2. En effet, ces souris montrent des défauts 
dans l’apprentissage et des troubles cognitifs, ainsi qu’une plus petite taille que les souris 
sauvages exprimant RSK2 (Poirier et al. 2007). Par ailleurs, plusieurs études suggèrent que 
RSK2 est impliquée dans le développement cranio-facial mais aussi dans la neurogénèse 
chez la souris (Dugani et al. 2010; Laugel-Haushalter et al. 2014; Castillon et al. 2018). Il 
est aussi intéressant de noter que l’expression des autres isoformes RSK ainsi que d’autres 
kinases de la famille AGC ne semble pas compenser l’effet observé par l’absence de RSK2.  
Un groupe de recherche met aussi en avant le potentiel rôle de l’isoforme RSK3 
dans le fonctionnement de l’activité cardiaque (Martinez et al. 2015). En effet, en utilisant 
des souris knock-out pour le gène codant pour RSK3, il a été montré que cette protéine 
serait impliquée dans l’insuffisance cardiaque et l’hypertrophie des cardiomyocytes 
(Passariello et al. 2013; Li et al. 2013; Passariello et al. 2016). Bien que le mécanisme 
moléculaire responsable de ce phénomène soit inconnu, il semblerait que ceci soit en partie 
dû à l’interaction entre RSK3 et la protéine musculaire mAKAP (muscle-specific A-kinase 
anchoring protein) (Michel et al. 2005). 
Enfin, une étude suggère que le gène RPS6KA6 codant pour l’isoforme RSK4 soit 
impliqué dans un syndrome de retard mental non lié au chromosome X (Yntema et al. 
1999). Par ailleurs, la souris knock-out pour le gène RPS6KA6 semble présenter de graves 
problèmes de développement (Cox et al. 2010), mais des études complémentaires sont 
nécessaires pour clairement établir le rôle de RSK4 dans ce processus biologique.  
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1.5.8 Implications et rôles des kinases RSK dans le cancer 
De par la nature de leurs substrats régulant des fonctions biologiques telles que la 
prolifération, la survie ou encore la croissance cellulaire on pourrait facilement décrire les 
kinases RSK comme étant des éléments primordiaux dans le développement des cellules 
cancéreuses. Cependant, plusieurs groupes de recherche étudiant spécifiquement les quatre 
isoformes suggèrent que celles-ci ont des fonctions biologiques différentes. Alors que les 
isoformes RSK1 et RSK2 entraînent la croissance des cellules cancéreuses, les isoformes 
RSK3 et RSK4 semblent inhiber leur prolifération. En effet, RSK1 et RSK2 sont activées 
et parfois même surexprimées dans de nombreux cancers tels que le glioblastome 
(Sulzmaier et al. 2016), le mélanome (Romeo et al. 2013; Houles et al. 2018), le myélome 
multiple (Kang et al. 2007), la leucémie (Elf et al. 2011), le cancer du poumon 
(Abdulrahman et al. 2016; Poomakkoth et al. 2016), le cancer du sein (Smith et al. 2005; 
Cuesta and Holz 2016), le cancer de la prostate (Clark et al. 2005; Yu et al. 2015) mais 
aussi dans le carcinome épidermoïde de la tête et du cou (HNSCC) (Kang et al. 2010). 
Ainsi, dans plusieurs de ces cancers, l’inhibition de l’activité de RSK1 et RSK2 réduit la 
prolifération des cellules. Par ailleurs, l’expression de RSK2 semble promouvoir la 
transformation des cellules indépendamment de leur ancrage sous l’effet de différents 
mitogènes tel que le facteur de croissance épidermique (Cho et al. 2007). À l’inverse de 
RSK1 et RSK2, l’expression des isoformes RSK3 ou RSK4 est réduite dans différents 
types de cancers, comme le cancer des ovaires (Bignone et al. 2007), le cancer du sein 
(Thakur et al. 2008; Li et al. 2014), le cancer colorectal (Cai et al. 2014) et la leucémie 
myéloïde aiguë (Rafiee et al. 2016). Par ailleurs, des études rapportent que l’isoforme 
RSK4 est impliquée dans l’arrêt de la croissance cellulaire par un mécanisme dépendant 
de p53 (Berns et al. 2004), et qu’elle favorise aussi l’entrée des cellules en sénescence 
(Lopez-Vicente et al. 2009). Aussi, la délétion de la protéine RSK4 semble augmenter la 
prolifération des cellules d’adénocarcinome du sein (Zhu et al. 2015). Enfin, les protéines 
RSK3 et RSK4 sont impliquées dans la résistance aux inhibiteurs de la voie de signalisation 
PI3K dans des cellules de cancer du sein (Serra et al. 2013). Ainsi, les isoformes RSK1/2 
et RSK3/4 semblent avoir des fonctions différentes et opposées dans la régulation des 
cellules cancéreuses. Les mécanismes régulés spécifiquement par RSK3 et RSK4 n’étant 
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pas connus à ce jour, des études plus approfondies sont donc nécessaires pour caractériser 
les fonctions moléculaires précises de ces isoformes.  
1.5.9 Développement d’inhibiteurs des kinases RSK 
Depuis quelques années, plusieurs types d’inhibiteurs dirigés contre les domaines 
kinases de RSK ont été identifiés (Nguyen 2008; Ludwik and Lannigan 2016). Le premier 
inhibiteur décrit a été le kaempferol glycoside SL0101 (Smith et al. 2005). Cet inhibiteur 
est un produit naturel isolé de la plante tropicale Fosteronia refracta. Il inhibe le domaine 
kinase N-terminal de RSK2 avec une CI50 (concentration inhibitrice médiane) de 89 nM 
(Utepbergenov et al. 2012). Alors que le SL0101 bloque l'activité des quatre isoformes 
RSK, d'autres protéines kinases semblent également inhibées à des concentrations plus 
élevées, y compris Aurora B et PIM3 (Proviral integration site for Moloney murine 
leukemia virus 3) (Bain et al. 2007). Finalement, plusieurs analogues de SL0101 ont été 
rapportés, mais certains d’entre eux semblent montrer des problèmes liés à la stabilité du 
composé et à une faible activité in vivo, limitant l’utilisation de ces composés (Hilinski et 
al. 2012; Ludwik et al. 2016). 
Un autre inhibiteur de l’activité des kinases RSK est le BI-D1870, un composé de la 
famille des dihydroptéridinones (Sapkota et al. 2007). Cet inhibiteur est un antagoniste de 
l'ATP qui cible le domaine kinase N-terminal des quatre isoformes de RSK avec des 
valeurs de CI50 comprises entre 15 et 31 nM. Le BI-D1870 est très sélectif pour les 
protéines RSK par rapport aux autres kinases de type AGC (Bain et al. 2007). Bien 
qu’utilisé abondamment dans la littérature, ce composé semble cependant inhiber la kinase 
PLK1 (polo-like kinase 1) avec une puissance similaire (Bain et al. 2007). La protéine 
PLK1 étant essentielle dans le processus de la mitose, l’effet hors cible du BI-D1870 
indique donc que ce composé ne peut pas être indiqué pour déterminer le rôle exact des 
RSK dans le cycle cellulaire et la prolifération des cellules. De plus, plusieurs autres 
protéines kinases sont également ciblées par le BI-D1870 à des concentrations plus élevées, 
notamment Aurora B, MELK (Maternal embryonic leucine zipper kinase), PIM3 et MST2 
(Serine/threonine-protein kinase 3), ce qui explique probablement un grand nombre 
d’effets hors cible observés dans la littérature avec le composé BI-D1870 (Roffe et al. 
2015). Récemment, deux dérivés du BI-D1870 ont été définis (LJH685 et LJI1308), ayant 
des valeurs de CI50 pour les différentes isoformes de RSK entre 4 et 13 nM (Aronchik et 
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al. 2014). Par ailleurs, ces composés semblent avoir moins d'effets hors cible que le BI-
D1870, faisant de ces deux inhibiteurs de meilleurs outils pour des études in vivo. 
Identifié la même année que le SL0101, un dérivé de pyrrolopyrimidine a été 
caractérisé comme un inhibiteur irréversible qui modifie de manière covalente le domaine 
kinase C-terminal des isoformes RSK1, RSK2 et RSK4 (Cohen et al. 2005). Ce composé, 
nommée FMK (Z-VAD-FMK, benzyloxycarbonyl-Val-Ala-DL-Asp-fluoromethylketone), 
est un inhibiteur puissant et sélectif des kinases RSK, inhibant RSK2 avec une CI50 de 15 
nM. D’après l’étude de ce composé, le FMK contient un motif fluorométhylcétone qui 
forme une liaison covalente avec la cystéine 436 située dans la poche de liaison ATP du 
domaine kinase C-terminal de RSK2 (Cohen et al. 2005). Néanmoins, malgré son 
mécanisme d'action plutôt spécifique, des concentrations plus élevées de FMK peuvent 
également inhiber l’activité des protéines S6K, Src mais aussi Lck (lymphocyte-specific 
protein tyrosine kinase) (Bain et al. 2007). Finalement, sachant qu’une fois le domaine 
kinase N-terminal de RSK activé le domaine C-terminal n’est plus nécessaire à l’activation 
de RSK, le FMK qui est dirigé contre le domaine kinase C-terminal ne sera plus utile pour 
inhiber les RSK dans certains cas. 
Finalement, le dernier inhibiteur en date des kinases RSK est le BIX 02565 (Boyer et 
al. 2012; Kirrane et al. 2012). Ce composé est décrit pour cibler RSK2 avec une CI50 de 
1.1 nM. À ce stade, on ne sait pas si le BIX 02565 inhibe les autres isoformes de RSK. 
L’inconvénient majeur de ce composé est qu’il est peu sélectif et s’avère également inhiber 
plusieurs kinases dont LRRK2 (Leucine-rich repeat kinase 2), RET (rearranged during 
transfection proto-oncogene), CLK2 (CDC-like kinase 2), FLT3 (fms like tyrosine kinase 
3) mais encore PDGFR (Boyer et al. 2012; Kirrane et al. 2012). Enfin, il semblerait que le 
BIX 02565 puisse interagir avec au moins cinq récepteurs adrénergiques, conduisant à des 
diminutions dangereuses de la pression artérielle et de la fréquence cardiaque chez la souris 
(Fryer et al. 2012; Shi et al. 2016). L’utilisation de cet inhibiteur pour des études plus 
approfondies semble donc compromise.  
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2 Les jonctions cellulaires 
Chez les métazoaires, les communications et les structures de liaison retrouvées entre 
chaque cellule sont nécessaires à l’organisation et la formation des tissus (Cereijido, 
Contreras, and Shoshani 2004). Pour les vertébrés, quatre formes principales de jonctions 
cellulaires ont été classées et leur composition moléculaire a été élucidée au cours des cinq 
dernières décennies. On retrouve ainsi les jonctions serrées, les jonctions communicantes, 
les desmosomes et les jonctions adhérentes (Figure 7). Chacune d’entre elles exerce des 
fonctions spécifiques et primordiales à l’agencement des tissus et des cellules. 
2.1 Les jonctions serrées 
Les premières études de microscopies électroniques ont permis de déterminer très 
tôt la structure des jonctions serrées (Staehelin, Mukherjee, and Williams 1969; Claude 
and Goodenough 1973; Montesano et al. 1975). Ainsi, on constate que ces jonctions sont 
formées de protéines transmembranaires qui vont se lier avec ces mêmes protéines d’une 
cellule adjacente. Ces contacts intercellulaires peuvent apparaître parfois sous forme 
d’hémi-fusions, des jonctions de membranes plasmiques avoisinantes avec une continuité 
entre les feuillets exoplasmiques. Les principaux composants transmembranaires de ces 
jonctions sont les protéines de la famille des claudines (26 membres chez l’homme) et les 
trois protéines possédant un domaine MARVEL (un module de six hélices 
transmembranaires) : Occludine, Tricelluline et MARVELD3 (MARVEL domain-
containing protein 3) (Zihni et al. 2016). Les jonctions serrées contiennent également une 
plaque de jonction dense constituée de protéines cytosoliques. Ces dernières forment un 
réseau protéique complexe qui interagit avec les domaines cytoplasmiques des protéines 
transmembranaires des jonctions serrées et les filaments d’actines (Madara 1987), et même 
les microtubules (Yano et al. 2013). Une des principales protéines de ce réseau et la 
première à avoir été identifiée est ZO-1 (zonula occludens 1) (Stevenson et al. 1986). Cette 
protéine contient plusieurs motifs d’interaction dont un domaine PDZ, un domaine SH3 et 
un domaine GUK (guanylate kinase homology domain) lui permettant de se lier à différents 
partenaires cellulaires et de garantir ainsi un rôle de protéine adaptatrice entre les jonctions 





















Le positionnement des jonctions entre cellules épithéliales est bien organisé. Au niveau du 
pôle apical, on retrouve tout d’abord les jonctions serrées puis les jonctions adhérentes, 
qui sont liées aux filaments d’actines mais aussi aux microtubules pour les jonctions 
adhérentes. Enfin, les desmosomes et les jonctions communicantes occupent la seconde 
moitié de la cellule au niveau du pôle basal. Les desmosomes sont reliés aux filaments 
intermédiaires et les jonctions communicantes permettent l’échange de métabolites entre 
cellules adjacentes.  
Figure 7 : Représentation schématique des principales jonctions cellulaires 
entre deux cellules adjacentes 
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Par la suite, plusieurs autres protéines jouant le rôle d’adaptatrices aux jonctions 
serrées ont été identifiées notamment ZO-2/3, Cingulin, Afadin et MAGI-1/3 (membrane-
associated guanylate kinase inverted- 1/3) (Van Itallie and Anderson 2014). De par leur 
structure, les jonctions serrées permettent de sceller les cellules épithéliales ou 
endothéliales entre elles. En effet, les protéines transmembranaires comme les claudines 
vont agir comme de véritables barrières et ne laisser passer que très peu d’éléments par de 
petits pores (Powell 1981; Van Itallie and Anderson 2006). Un dysfonctionnement d’un 
des membres des jonctions serrées peut entrainer des problèmes physiologiques dont des 
maladies vasculaires ou infectieuses (Sawada 2013). Par ailleurs, les jonctions serrées et 
leurs protéines adaptatrices associées vont permettre la transduction de signaux et 
l’organisation du trafic membranaire (Kohler and Zahraoui 2005).  
2.2 Les jonctions communicantes 
Les jonctions communicantes sont des structures organisées qui permettent de créer 
des canaux entre les cellules (Caspar et al. 1977; Makowski et al. 1977; Unwin and 
Zampighi 1980; Perkins, Goodenough, and Sosinsky 1997). Pour que cela fonctionne, les 
cellules adjacentes doivent être proches et ne laisser qu’un espace de deux à quatre 
nanomètres. Les jonctions communicantes sont présentes à la fois chez les vertébrés mais 
aussi chez les invertébrés et sont composées de protéines appelées connexines (innexines 
chez les invertébrés) (Goodenough 1974). Les protéines de la famille des connexines 
possèdent chacune quatre domaines transmembranaires qui constituent la paroi des canaux. 
Au niveau extracellulaire, ces domaines sont liés par deux boucles qui permettent la 
reconnaissance et la liaison entre deux cellules adjacentes (Mese, Richard, and White 
2007). Ainsi, les jonctions communicantes vont créer une liaison entre le cytoplasme de 
deux cellules proches et promouvoir l’échange à la fois d’ions (K+ et Ca2+), de seconds 
messagers tels que l’AMPc et le GMPc (adénosine et guanosine monophosphate cyclique) 
mais aussi de petits métabolites comme le glucose (Harris 2007). Plusieurs études 
suggèrent même que de petits brins d’ARN peuvent utiliser ces jonctions pour passer d’une 
cellule à l’autre (Valiunas et al. 2005; Zong et al. 2016). Ces jonctions sont donc non 
seulement responsables de la communication entre cellules mais permettent aussi de 
préserver l’homéostasie à travers les cellules et les tissus. De nombreuses études montrent 
que le mauvais fonctionnement des jonctions communicantes chez l’humain, notamment 
 30 
dû à des mutations sur les gènes codants pour les connexines, mène au développement de 
maladies telles que des problèmes cutanés (Srinivas, Verselis, and White 2018).   
2.3 Les desmosomes 
En plus des jonctions cellulaires précédemment évoquées on retrouve aussi chez les 
vertébrés des desmosomes. Ces structures permettent le maintien des tissus entre eux et 
renforcent les liaisons intercellulaires (Johnson, Najor, and Green 2014). En effet, formées 
par un complexe de plusieurs protéines elles établissent un lien entre la membrane 
plasmique et les filaments intermédiaires de la cellule. Dans ce complexe on retrouve des 
membres de la famille des cadhérines desmosomales, les protéines desmogléines et 
desmocollines (Dsg, Dsc). Ces dernières vont pouvoir interagir avec les cellules adjacentes 
par le biais de leur domaine extracellulaire (Harrison et al. 2016), mais aussi se lier aux 
protéines cytoplasmiques plakoglobines et plakophilines (Pg, Pkp) avec leur domaine 
intracellulaire (Troyanovsky et al. 1994; Kowalczyk et al. 1999). De plus, la protéine 
desmoplakine (Dp) qui se lie aux filaments intermédiaires, vient interagir avec ce complexe 
intracellulaire et permet donc la liaison entre les desmosomes et le réseau de filaments 
(Kouklis, Hutton, and Fuchs 1994; Kowalczyk et al. 1997). Ainsi, les desmosomes ont un 
rôle crucial à la fois pour le développement embryonnaire mais aussi pour l'intégrité des 
tissus adultes. Plusieurs mutations chez des protéines desmosomales peuvent mener au 
développement de maladies cutanées et cardiaques mortelles (Bazzi and Christiano 2007). 
Enfin, en plus de leurs fonctions adhésives, les composants desmosomaux régulent la 
signalisation intracellulaire (Broussard, Getsios, and Green 2015). 
2.4 Les jonctions adhérentes  
Les jonctions adhérentes sont le quatrième type de jonction retrouvé chez les 
vertébrés. Ces structures sont impliquées dans plusieurs processus biologiques dont la 
régulation du cytosquelette d’actine et la signalisation intracellulaire (Yonemura 2011; 
McEwen, Escobar, and Gottardi 2012). Cependant, les jonctions adhérentes sont avant tout 
les éléments principaux régulant l’adhésion cellulaire puisqu’une rupture de ces jonctions 
provoque un relâchement des contacts intercellulaires et conduit à une désorganisation de 
l'architecture tissulaire (Gumbiner 2005; Nelson 2008). Les composants majeurs de ces 
jonctions sont les cadhérines classiques. Chez les vertébrés, il existe environ une vingtaine 
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de cadhérines classiques réparties en deux groupes, les cadhérines de type I comprenant 
notamment les protéines E-cadherin (epithelial cadherin/cadherin-1) et N-cadherin (neural 
cadherin/cadherin-2), et de type II dont fait partie entre autres VE-cadherin (vascular 
endothelial cadherin) (Nollet, Kools, and van Roy 2000). L’expression de ces deux types 
de cadhérines est dépendante de l’organe et du type cellulaire étudié. Les cadhérines 
classiques possèdent cinq domaines extracellulaires répétitifs d’environ 110 acides aminés 
chacun. Ces domaines, en se liant aux ions calcium Ca2+, vont pouvoir former des 
interactions avec les cadhérines des cellules voisines et initier ainsi une adhésion entre 
cellules adjacentes (Figure 8) (Pokutta et al. 1994; Kim et al. 2011). Cependant, bien que 
les deux sous-types de cadhérines classiques semblent identiques, elles possèdent des 
différences dans leurs résidus d’ancrages et ne peuvent pas se lier entre elles (Patel et al. 
2006; Posy, Shapiro, and Honig 2008). En plus de leurs domaines extracellulaires, les 
cadhérines classiques possèdent sur leur queue C-terminale deux domaines intracellulaires. 
Le premier est le domaine JMD (juxtamembrane domain) et permet aux cadhérines 
d’interagir avec la protéine p120ctn (p120-catenin/Catenin delta-1) (Yap, Niessen, and 
Gumbiner 1998). Ce domaine semble par ailleurs important pour le regroupement des 
cadhérines lors de la formation de contacts intercellulaires et permettre une forte adhésion 
cellulaire. Le second est le domaine CBD (catenin binding domain) et permet d’interagir 
avec la protéine b-catenin (Catenin bêta-1) (Nagafuchi and Takeichi 1989; Jou et al. 1995). 
Alors que la protéine p120ctn est impliquée dans la stabilisation des cadhérines à la 
membrane, la protéine b-catenin permet d’établir le lien entre le cytosquelette d’actine et 
les jonctions adhérentes. En effet, il a été démontré que cette dernière interagit avec la 
protéine a-catenin (Catenin alpha-1) (Aberle et al. 1994), qui se lie directement aux 
filaments d’actines (Rimm et al. 1995).  Par ailleurs, la protéine a-catenin s’associe aussi 
aux filaments d’actines de manière indirecte par le biais de protéines adaptatrices dont la 
vinculine (Watabe-Uchida et al. 1998) et les protéines EPLIN (epithelial protein lost in 
neoplasm) (Abe and Takeichi 2008) et formin-1 (Limb deformity protein homolog) 
(Kobielak, Pasolli, and Fuchs 2004). Plus récemment, il a été montré que les jonctions 
adhérentes établissent aussi un lien entre les microtubules et la membrane plasmique. En 
interagissant directement avec les microtubules (Franz and Ridley 2004), ou avec l’aide 
des protéines PLEKHA7 (pleckstrin homology domain-containing family A member 7) et 
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Nezha (Calmodulin-regulated spectrin-associated protein 3) (Meng et al. 2008), p120ctn 


































Représentation détaillée du complexe protéique des jonctions adhérentes. En présence de 
calcium, les cadhérines de cellules adjacentes peuvent interagir. La protéine 
cytoplasmique p120ctn permet le maintien de la cadhérine à la membrane plasmique et 
d’établir une liaison avec les microtubules. Les protéines a-catenin (a-cat) et b-catenin 
(b-cat) permettent de lier le cytosquelette d’actine aux jonctions adhérentes. JMD : 
juxtamembrane domain, CBD : catenin binding domain. (Adapté de Meng and Takeichi 
2009) 
Figure 8 : Principaux constituants moléculaires des jonctions adhérentes 
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Ainsi, en régulant l’adhésion entre les cellules, les jonctions adhérentes sont donc 
impliquées dans un processus biologique fondamental. Il n’est donc pas surprenant qu’un 
dérèglement de l’organisation de ces jonctions mène au développement de pathologies dont 
différents cancers. En effet, des mutations, une baisse de l’expression ou une mauvaise 
localisation cellulaire de la protéine E-cadherin sont souvent associées au développement 
des cellules cancéreuses (Vos et al. 1997; Graff et al. 2000; Harigopal et al. 2005; Petrova, 
Schecterson, and Gumbiner 2016). Sans E-cadherin, les cellules perdent en partie leur 
adhésion entre elles et adoptent alors une nouvelle morphologie mais augmentent aussi 
leurs capacités de migration et de prolifération. Enfin, les jonctions adhérentes et 
notamment les différentes cadhérines sont aussi importantes dans le maintien de l'intégrité 
épithéliale et du remodelage tissulaire lors du développement embryonnaire (Halbleib and 
Nelson 2006; Harris 2012). 
2.4.1 La protéine p120ctn 
  Bien que les cadhérines soient les composants majeurs des jonctions adhérentes, 
plusieurs autres protéines ont une fonction primordiale et sont responsables du maintien de 
ces jonctions. Parmi elles, on retrouve la protéine p120ctn. Cette protéine fait partie de la 
famille des caténines à domaine Armadillo comprenant trois groupes : la sous-famille 
p120ctn avec les protéines ARVCF (Armadillo repeat protein deleted in velo-cardio-facial 
syndrome), p0071, p120ctn et delta-catenin, la sous-famille des plakophilines et enfin la 
sous-famille b-catenin avec les protéines plakoglobines et b-catenin (Carnahan et al. 2010). 
2.4.1.1 Structure et conservation 
La protéine p120ctn a été décrite il y a une trentaine d’années dans une étude qui 
l’identifiait comme un substrat de la kinase Src (Reynolds et al. 1989). En 1998, le gène 
CTNND1 situé sur le chromosome 11q11 codant pour la forme humaine de p120ctn fut 
cloné pour la première fois (Keirsebilck et al. 1998).  Cette étude, ainsi que d’autres travaux 
additionnels, ont permis de montrer que la protéine p120ctn est retrouvée sous différentes 
isoformes dans la cellule (Aho, Rothenberger, and Uitto 1999). En effet, il existe quatre 
codons d’initiation de transcription sur le gène CTNND1 permettant de coder pour les 
isoformes 1 à 4 (Figure 9). L’isoforme p120ctn 1 est traduite à partir du premier codon 
d'initiation pour produire une protéine ayant le plus long domaine N-terminal. Les 
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isoformes 2 et 3 ne contiennent pas le domaine CC (coiled coil). Enfin l’isoforme 4 ne 
possède pas le domaine N-terminal qui précède le domaine à répétitions Armadillo, 
comprenant notamment le domaine RD (regulatory domain) ayant de nombreux sites de 
phosphorylation régulant l’activité de p120ctn. Le domaine Armadillo de p120ctn 
comporte neuf répétitions Armadillo, chaque répétition étant composée de trois hélices 
alpha (Choi and Weis 2005). Les isoformes 1 et 3 sont les plus abondamment exprimées 
dans les cellules. L’isoforme 1 de p120ctn semble plus exprimée dans les cellules à forte 
mobilité de type mésenchymateuse alors que l’isoforme 3 est plutôt caractéristique des 
cellules épithéliales. Cependant, on retrouve les différentes isoformes de p120ctn 
exprimées en même temps dans un grand nombre de types cellulaires (Montonen et al. 













La protéine p120ctn est composée de 968 résidus. Quatre codons d’initiation de 
transcription sur le gène CTNND1 codant pour p120ctn sont présents et donne lieu à 
quatre isoformes de longueurs différentes. Les exons alternatifs A, B et C sont retrouvés 
aux emplacements indiqués, dépendamment de l’épissage alternatif du transcris du gène 
CTNND1. La protéine p120ctn contient 9 répétitions ARM (Armadillo) annotées de 1 à 9 
et un domaine CC (coiled coil). On retrouve aussi dans p120ctn deux signaux de 
localisation nucléaire (NLS) et une séquence d'exportation nucléaire (NES) ainsi qu’un 
domaine RD (regulatory domain) constitué de nombreux sites de phosphorylation.  
  
Figure 9 : Structure de la protéine p120ctn 
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Par ailleurs, des évènements d’épissage alternatif pour trois exons différents (A, B 
et C) sur le transcrit du gène CTNND1 augmentent aussi le nombre potentiel d’isoformes 
pour la protéine p120ctn. L'exon A code pour une séquence de 21 acides aminés tandis que 
l'exon B code pour un signal d'exportation nucléaire (NES) putatif. Enfin, l'exon C code 
six acides aminés qui perturbent le second signal de localisation nucléaire (NLS2) de 
p120ctn, le premier signal de localisation nucléaire (NLS1) se trouvant juste à la fin du 
domaine RD. Bien que l'ARNm contenant l'exon A soit abondamment exprimé, les exons 
B et C ne sont que très peu exprimés, à l'exception des tissus neuraux où l’on retrouve 
l’exon C (Keirsebilck et al. 1998). 
Finalement, des protéines orthologues à p120ctn chez les invertébrés Drosophila 
melanogaster (Dmp120ctn) (Myster et al. 2003) et Caenorhabditis elegans (JAC-1) 
(Klompstra et al. 2015) ont été identifiés.  
2.4.1.2 Fonctions 
En utilisant le modèle murin, plusieurs groupes ont montré que la délétion de cette 
protéine entraîne des défauts de développement et un décès embryonnaire rapide (Davis 
and Reynolds 2006; Oas et al. 2010; Smalley-Freed et al. 2010). De même, en diminuant 
l’expression des protéines orthologues de p120ctn chez les invertébrés Drosophila 
melanogaster et Caenorhabditis elegans, des études ont démontrées que cette dernière est 
importante dans le développement morphologique des embryons (Magie, Pinto-Santini, 
and Parkhurst 2002; Pettitt et al. 2003). Ces différentes études suggèrent donc que la 
protéine p120ctn remplit des fonctions cellulaires qui semblent primordiales à la survie des 
organismes. Ainsi, différentes équipes de recherche s’attardent encore aujourd’hui à 
déterminer l’implication exacte de la protéine p120ctn dans le fonctionnement des cellules.  
2.4.1.2.1 Régulation des cadhérines  
Une des fonctions principales de p120ctn est la régulation des cadhérines. Cette 
dernière s’exerce à différents niveaux, notamment lors de la biogénèse des cadhérines mais 
aussi lors de leur stabilisation à la membrane ou leur endocytose. Tout d’abord, p120ctn 
joue un rôle lors de la biogenèse de certains types de cadhérines classiques en interagissant 
avec la protéine PTP1B (Protein tyrosine phosphatase 1B) et le précurseur des cadhérines 
au niveau du réticulum endoplasmique pour favoriser sa translocation vers l'appareil de 
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Golgi (Hernandez, Wehrendt, and Arregui 2010; Wehrendt et al. 2016). Cependant, ce 
mécanisme ne semble pas concerner la protéine E-cadherin puisque p120ctn apparait 
couplée à cette cadhérine uniquement aux jonctions cellulaires (Miranda et al. 2003; Davis, 
Ireton, and Reynolds 2003). De plus, p120ctn se lie avec les protéines kinésines et favorise 
le transport des cadhérines le long des microtubules jusqu’aux jonctions adhérentes (Mary 
et al. 2002; Chen et al. 2003; Yanagisawa et al. 2004).  
Une fois aux jonctions adhérentes, p120ctn joue un rôle important dans la 
stabilisation des cadhérines. En effet, le domaine JMD des cadhérines classiques interagit 
avec le domaine Armadillo de p120ctn, les répétitions Armadillo 1 à 5 étant les plus 
essentielles pour cette interaction (Ishiyama et al. 2010). Des mutations sur certains résidus 
au sein de ce domaine supprime l'interaction entre p120ctn et les cadhérines et réduisent 
ainsi l'adhésion intercellulaire (Thoreson et al. 2000). Par ailleurs, une déplétion de p120ctn 
dans les cellules de mammifères entraîne une baisse du niveau de différentes cadhérines, 
dont E-cadherin, N-cadherin, P-cadherin (Placental cadherin), et VE-cadherin (Xiao et al. 
2003; Dohn, Brown, and Reynolds 2009; Kumper and Ridley 2010; Pieters et al. 2016; 
Garrett et al. 2017). En effet, en absence de p120ctn, ces différentes cadhérines sont 
internalisées par endocytose et finalement dégradées. De même, p120ctn stabilise les 
cadhérines in vivo, puisque la baisse de l’expression de p120ctn dans des embryons de 
Xenopus laevis réduit les niveaux de cadhérines classiques (Fang et al. 2004; Ciesiolka et 
al. 2004). Chez la souris, la délétion de p120ctn dans certains tissus diminue aussi le niveau 
de plusieurs cadhérines tels que E-cadherin, N-cadherin, mais aussi VE-cadherin (Davis 
and Reynolds 2006; Oas et al. 2010; Bartlett et al. 2010). Ainsi, p120ctn régule la 
stabilisation des cadhérines au niveau de la membrane cellulaire à la fois in vitro et in vivo.  
À la surface cellulaire, les cadhérines peuvent être internalisées par différentes 
voies, notamment par endocytose dépendante de la clathrine, par endocytose médiée par 
les cavéoles ou par endocytose médiée par les lipides et la pinocytose (Kowalczyk and 
Nanes 2012). Le processus d’endocytose semble spécifique à chaque type de cellules, mais 
dépend également du microenvironnement. Ainsi, la protéine p120ctn contrôle en partie la 
stabilisation des cadhérines à la membrane plasmique en prévenant leur endocytose. Bien 
que le mécanisme ne soit pas encore totalement connu, plusieurs études ont montré 
certaines spécificités. En effet, p120ctn est en compétition avec les protéines PS-1 
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(presenilin-1) et Hakai pour interagir avec le domaine JMD des cadhérines classiques. La 
protéine PS-1 favorise la dégradation des cadhérines par clivage protéolytique de leur 
queue cytoplasmique (Georgakopoulos et al. 1999; Baki et al. 2001; Marambaud et al. 
2002). La protéine Hakai, qui est une ubiquitine ligase E3, entraîne l'ubiquitination et 
l'endocytose de la E-cadherin (Fujita et al. 2002; Pece and Gutkind 2002). Par ailleurs, un 
motif dileucine sur la queue cytoplasmique de la E-cadherin proche du domaine JMD 
semble responsable de l'internalisation de cette dernière. Ainsi, en masquant ce motif lors 
de son interaction avec E-cadherin, p120ctn empêche l’internalisation en inhibant son 
interaction avec les protéines nécessaires à l'endocytose médiée par la clathrine (Miyashita 
and Ozawa 2007a, 2007b; Nanes et al. 2012). Finalement, un autre mécanisme de 
dégradation des cadhérines est facilité par la protéine NUMB (Protein numb homolog), qui 
peut se lier avec la région C-terminale de p120ctn (Sato, Watanabe, et al. 2011). Cette 
interaction entraîne une stimulation de l'endocytose des cadhérines dépendante de la 
clathrine. Ainsi, la protéine p120ctn occupe un rôle central dans la formation et le maintien 
des jonctions adhérentes en assurant entres autres, la stabilité des cadhérines. 
2.4.1.2.2 Régulation de l’activité des Rho GTPases  
Les petites GTPases Rho, dont les protéines RhoA (Ras homolog gene family 
member A), Rac1 (Ras-related C3 botulinum toxin substrate 1) et Cdc42 (Cell division 
control protein 42 homolog) en sont les principaux membres, sont des régulateurs 
importants de la dynamique du cytosquelette d’actine. Leur activité est nécessaire pour 
établir la polarité cellulaire, mais aussi promouvoir la migration des cellules ou encore la 
formation et la mise en place des jonctions adhérentes (Jaffe and Hall 2005). Au cours des 
années, plusieurs observations ont montré que p120ctn régule l'activité de la petite GTPase 
RhoA (Figure 10). Tout d’abord, la surexpression de p120ctn dans différents types 
cellulaires entraîne l'inhibition de RhoA (Anastasiadis et al. 2000; Noren et al. 2000; 
Grosheva et al. 2001). Au contraire, une baisse drastique de l’expression de la protéine 
p120ctn dans des cellules permet une augmentation de l'activité de RhoA et accroît la 
formation de fibres de stress (Yanagisawa and Anastasiadis 2006; Yanagisawa et al. 2008; 
Dohn, Brown, and Reynolds 2009). De plus, la modulation de l’activité de RhoA par 
p120ctn est également observée in vivo, l’ablation génétique de p120ctn dans la peau et le 
cerveau de souris entraînant une activation accrue de RhoA (Elia et al. 2006; Perez-Moreno 
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et al. 2006). Plusieurs mécanismes responsables de la régulation de RhoA par p120ctn ont 
été rapportés dans la littérature. Tout d’abord, l’interaction entre p190RhoGAP (Rho 
GTPase-activating protein 35), une protéine GAP pour RhoA, et p120ctn, entraîne 
l'inhibition locale de l’activité de RhoA et déstabilise donc les filaments d’actine 
(Wildenberg et al. 2006; Molina-Ortiz et al. 2009). Par ailleurs, une étude suggère aussi 
que p120ctn interagit directement avec RhoA pour inhiber son activité (Castano et al. 
2007). De même, cette interaction a été observée chez l’invertébré Drosophila 
melanogaster avec les protéines orthologues de p120ctn (Dmp120ctn) et RhoA (Rho1) 
(Magie, Pinto-Santini, and Parkhurst 2002). Ainsi, d’après ces évidences il a été suggéré 
qu’en s’associant avec RhoA, la protéine p120ctn agirait comme une Rho GDI (GDP 
dissociation inhibitor of Rho protein) et empêcherait la dissociation du GDP de RhoA pour 




















La protéine p120ctn régule négativement la petite GTPase RhoA en interagissant 
directement avec celle-ci pour inhiber son activité mais aussi en se liant à la protéine GAP 
pour RhoA, p190RhoGAP. En parallèle, p120ctn active les petites GTPases Rac1 et Cdc42 
en interagissant avec la protéine GEF pour ces GTPases, Vav2.  
 
  
Figure 10 : Régulation des petites GTPases Rho par p120ctn 
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Finalement, p120ctn modifie l’activité des petites GTPases Rho en régulant aussi 
les deux autres principaux membres de cette famille, Rac1 et Cdc42. En effet, des études 
montrent que la liaison entre p120ctn et la protéine GEF Vav2 (vav guanine nucleotide 
exchange factor 2) de Rac1 et Cdc42, entraîne l’activation de ces deux petites GTPases et 
la polymérisation des filaments d’actine (Noren et al. 2000; Chauvet et al. 2003; Valls et 
al. 2012). Enfin, p120ctn peut également interagir avec des effecteurs des Rho-GTPases, 
tels que le N-WASP (neuronal Wiskott–Aldrich Syndrome protein) (Rajput et al. 2013) ou 
cortactin (cortical actin binding protein) (Boguslavsky et al. 2007), deux activateurs de la 
polymérisation des filaments d’actine. La liaison de p120ctn avec la protéine cortactin aux 
abords de la membrane cellulaire favorise l'accumulation locale de Rac1 pour mener à la 
formation de lamellipodes et à la migration cellulaire. Ainsi, en régulant de manière directe 
ou en interagissant avec des effecteurs des petites GTPases Rho, la protéine p120ctn est 
fortement impliquée dans le contrôle du cytosquelette d’actine et la morphologie cellulaire.  
2.4.1.2.3 Activité transcriptionnelle  
En plus de ses rôles associés aux cadhérines et à des partenaires cellulaires 
cytoplasmiques, des études révèlent une implication de la protéine p120ctn dans la 
régulation de l’activité transcriptionnelle. En effet, dans plusieurs lignées cellulaires 
déficientes pour la protéine E-cadhérine, p120ctn est fréquemment observée à la fois dans 
le cytoplasme et mais aussi dans le noyau. Ainsi, la localisation nucléaire de p120ctn 
semble déterminée à la fois par le biais de ces deux NLS et de son NES (van Hengel et al. 
1999; Kelly et al. 2004), mais semble surtout dépendante de son interaction avec les 
cadhérines par son domaine à répétitions Armadillo (Roczniak-Ferguson and Reynolds 
2003). Cependant, les mécanismes exacts du transport de la protéine p120ctn entre le 
cytoplasme et le noyau sont encore inconnus à ce jour. Une étude suggère que l’interaction 
avec la protéine Glis2 (Neuronal Krueppel-like protein) permettrait à p120ctn d’être 
transportée au noyau (Hosking et al. 2007). Finalement, l’activité de plusieurs kinases, dont 
PKC (Protein kinase C) et CK1e (Casein kinase 1 epsilon), favoriserait un changement de 
localisation de p120ctn de la membrane cellulaire au noyau (van Hengel et al. 1999; 
Casagolda et al. 2010) 
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La protéine p120ctn module l'expression des gènes par son interaction directe avec 
le répresseur de la transcription Kaiso (Figure 11) (Zinc finger and BTB domain-containing 
protein 33) (Daniel 2007). La protéine Kaiso est un membre de la famille des facteurs de 
transcription BTB/POZ-ZF (Broad complex, Tramtrack, Bric à brac/poxvirus and zinc 
finger) qui peut se lier à l'ADN méthylé ou à une séquence de liaison à l’ADN spécifique 
(TCCTGCNA) (Daniel et al. 2002; Kelly and Daniel 2006). Ainsi, la liaison de la protéine 
p120ctn sur le répresseur Kaiso semble inhiber la liaison à l'ADN de ce dernier et inhiber 
la répression de la transcription de ses gènes cibles tels que Siamois, c-Fos, Myc et Ccnd1 
(Park et al. 2005), mais aussi xWnt11 (Kim et al. 2004), et Mmp7 (Spring et al. 2005). Plus 
récemment, une étude menée dans des cellules souches embryonnaires de souris montre 
que p120ctn régule aussi l’activité des répresseurs de la transcription REST (RE1-silencing 
transcription factor) and CoREST (REST corepressor 1) en interagissant avec eux (Lee et 
al. 2014). De même que pour Kaiso, la liaison de p120ctn empêche ces deux protéines 
d’interagir avec l’ADN et permet ainsi l’expression de gènes cibles comme Oct4, Nanog 
and Sox2. Ainsi, la protéine p120ctn semble être un élément important du contrôle de 















La protéine p120ctn régule la transcription de plusieurs gènes en interagissant avec les 
protéines Kaiso et REST/CoREST, des répresseurs de la transcription. En absence de 
p120ctn (A), les protéines Kaiso et REST/CoREST lient l’ADN et empêche la transcription 
de gènes. En présence de p120ctn (B), cette dernière se lie aux répresseurs de la 
transcription et stoppe ainsi l’inhibition de la transcription.   
Figure 11 : Régulation de l’activité transcriptionnelle par p120ctn 
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2.4.1.3 Régulation de p120ctn par des phosphorylations 
Bien qu’à l’origine la protéine p120ctn fût identifiée comme un substrat de la kinase 
Src, plusieurs autres de ses résidus se sont révélés phosphorylés. Ainsi, la phosphorylation 
de p120ctn semble être régulée par différentes kinases (Alema and Salvatore 2007). La 
majorité des résidus phosphorylés de la protéine p120ctn identifiés à ce jour se trouvent 
dans le domaine RD. Les différents sites phosphorylés caractérisés dans la littérature 
actuelle ainsi que les kinases responsables sont répertoriés dans le tableau 1. Plusieurs de 
ces phosphorylations semblent réguler les interactions de p120ctn avec d’autres protéines 
comme le répresseur de la transcription Kaiso (del Valle-Perez et al. 2016) ou la petite 
GTPase RhoA (Castano et al. 2007). Il est intéressant de noter aussi que l’état de 
phosphorylation de p120ctn semble réguler l’assemblage des jonctions adhérentes, 
notamment en contrôlant la dynamique des cadhérines au niveau de la membrane 
plasmique (Fukumoto et al. 2008; Peglion, Llense, and Etienne-Manneville 2014). De plus, 
bien que la régulation négative ou la modification de la localisation de p120ctn ait été 
démontrée dans de nombreux cancers, plusieurs études suggèrent que la phosphorylation 
de p120ctn sur plusieurs résidus est requise pour son impact dans le développement des 





















Le remplacement de ces 4 sérines par une alanine non 
phosphorylable entraîne la dégradation de p120ctn. (Hong et al. 2010) 
T47 Dyrk1A La phosphorylation de ce résidu semble stabiliser p120ctn. (Hong et al. 2012) 
T310 GSK3b 
Lors de la migration collective d'astrocytes, la 
phosphorylation entraîne une dissociation entre p120ctn 
et N-cadherin. 
(Peglion, Llense, and 
Etienne-Manneville 
2014) 
S268    
S269 CK1e 
La phosphorylation des deux sérines réduit l'interaction 
entre p120ctn et E-cadherin et augmente l'interaction 
entre Kaiso et p120ctn. 
(Casagolda et al. 
2010) 
(del Valle-Perez et al. 
2016) 
S288 
Pak4/5 La localisation de p120ctn semble affectée. (Wong et al. 2010) 
PKC L'invasion de cellules cancéreuses de poumons semble affectée par la phosphorylation de cette sérine. (Zhang et al. 2011) 
S879 PKCa La phosphorylation inhibe l'interaction entre p120ctn et VE-cadherin et déstabilise les jonctions adhérentes. 
(Brown et al. 2009) 
(Vandenbroucke St 











Caractérisation de 8 résidus phosphorylés par Src. Leur 
phosphorylation inhibe l'interaction entre p120ctn et 
SHP-1. 
(Mariner et al. 2001) 
Y112 Fyn La phosphorylation inhibe l'interaction entre p120ctn et RhoA. (Castano et al. 2007) 
Y112   
Y217 
Src      
Fyn 
La phosphorylation de ces deux tyrosines inhibe 
l'interaction de p120ctn avec Vav2. (Valls et al. 2012) 
Y217    
Y228 Src 
Les deux résidus phosphorylés augmentent l'interaction 
entre p120ctn et RhoA et inhibent l'activité de RhoA. (Castano et al. 2007) 
Y228 Src    EGFR 
Fonction non déterminée mais phosphorylation 
augmentée dans de nombreuses lignées cellules de 
carcinomes. 
(Mariner, Davis, and 
Reynolds 2004) 
Tableau 1 : Sites de phosphorylation identifiés sur la protéine p120ctn et leurs effets spécifiques associés  
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2.4.1.4 Implications de p120ctn dans le cancer 
Comme mentionné précédemment, la perte de l'expression de E-cadherin est une 
caractéristique établie de la progression du cancer (Hanahan and Weinberg 2011). La 
protéine p120ctn contrôlant la stabilité et le renouvellement des cadhérines, mais aussi 
l’activité des GTPases Rho et la répression transcriptionnelle dépendante de Kaiso, elle fait 
donc l'objet d'une attention croissante dans le développement du cancer.  
2.4.1.4.1 Fonctions oncogéniques 
La suppression de la protéine E-cadherin entraîne une localisation au cytoplasme 
de p120ctn dans les tumeurs du côlon, du sein, de la vessie, du poumon, du pancréas, de la 
prostate et de l'estomac (Thoreson and Reynolds 2002). Des études additionnelles sur le 
cancer du sein et du côlon ont révélé que la fraction cytoplasmique de p120ctn contrôle le 
phénotype invasif des cellules tumorales déficientes pour la protéine E-cadherin (Sarrio et 
al. 2004; Shibata et al. 2004; Bellovin et al. 2005). Un groupe de recherche montre aussi 
que dans des cellules cancéreuses du sein qui n’expriment pas E-cadherin, la protéine 
p120ctn induit une augmentation de la croissance tumorale in vivo (Soto et al. 2008). Par 
ailleurs, le passage de l'expression de E-cadherin à P-cadherin, associée à un comportement 
plus invasif dans des lignées de cellules cancéreuses ovariennes et pancréatiques, entraîne 
la translocation de p120ctn vers le cytoplasme, ce qui induit la migration cellulaire en 
activant les petites GTPases Rac1 et Cdc42 (Taniuchi et al. 2005; Cheung, Leung, and 
Wong 2010). Dans le cancer du pancréas, la localisation cytoplasmique de p120ctn est ainsi 
fréquemment corrélée à une diminution de la survie des patients (Chetty, Jain, and Serra 
2008). De plus, plusieurs expériences réalisées dans les cellules pancréatiques cancéreuses 
PaTu8889 et PANC-1 ont montré que la protéine p120ctn induit une prolifération, une 
invasion et un comportement migratoire dans ces cellules (Mayerle et al. 2003; Cheng et 
al. 2012), ce qui suggère que la protéine p120ctn fonctionne ici comme un proto-oncogène. 
Enfin, comme expliqué auparavant, p120ctn contrôle la transcription de plusieurs 
gènes en se liant avec la protéine Kaiso. Des études, examinant la localisation de Kaiso par 
rapport à p120ctn, ont démontré que la localisation nucléaire de Kaiso est diminuée lorsque 
p120ctn se situe dans le cytoplasme (Soubry et al. 2005; Zhang et al. 2011; Vermeulen et 
al. 2012). Ainsi, la protéine Kaiso régulant l’expression de gènes directement liés au cancer 
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tels que Ccnd1, xWnt11 et Mmp7, une localisation cytoplasmique de p120ctn dans 
plusieurs cancers favoriserait son interaction avec Kaiso et permettrait donc l’expression 
de ces gènes (van Roy and McCrea 2005).  
2.4.1.4.2 Rôle de suppresseur de tumeurs 
Bien qu’elle soit localisée dans le cytoplasme de nombreuses cellules cancéreuses, la 
protéine p120ctn est aussi retrouvée sous-exprimée dans différents types de tumeurs. Ainsi, 
la perte de p120ctn dans les cellules entraîne une diminution du niveau de E-cadherin et 
donc une transition de ces dernières vers un état cancéreux (Berx and van Roy 2009). Dans 
ce cas, la protéine p120ctn agit comme un potentiel suppresseur de tumeurs puisque sa 
présence inhibe le développement des cellules cancéreuses. L’absence d’expression de 
p120ctn dans les tumeurs ne semble pas être seulement due à des aberrations génétiques 
du gène CTNND1 codant pour p120ctn, seules quelques mutations ont été rapportées dans 
le cancer du sein (Wood et al. 2007; Stephens et al. 2012), et dans la lignée cellulaire du 
carcinome du colon SW48 (Ireton et al. 2002). Les mécanismes responsables de la baisse 
de l’expression de p120ctn dans les tumeurs sont donc encore très peu connus à ce jour. 
Une étude suggère tout de même que l’expression de p120ctn est régulée au niveau 
transcriptionnel par la protéine FOXC2 (Forkhead box protein C2) dans les cellules 
cancéreuses du poumon (Mortazavi et al. 2010). Ce facteur de transcription se lie au 
promoteur de p120ctn et réduit ainsi son activité. 
 Une baisse de l’expression de p120ctn est observée dans de nombreux types de 
cancers (van Hengel and van Roy 2007). On retrouve notamment une expression réduite 
de p120ctn dans les tumeurs cutanées (Ishizaki et al. 2004). Dans le modèle murin, la 
délétion de p120ctn dans les kératinocytes entraîne une prolifération incontrôlée et des 
anomalies mitotiques (Perez-Moreno et al. 2006; Perez-Moreno et al. 2008). De plus, des 
groupes de recherches ont observé une diminution et même une perte complète de 
l'expression de p120ctn dans des tumeurs colorectales (Skoudy et al. 1996; Gold, Reynolds, 
and Rimm 1998). Dans ces études, la perte de p120ctn est associée à une faible survie, une 
augmentation de la taille des tumeurs et à une induction de métastases. Par ailleurs, la 
délétion de p120ctn de la cavité buccale, de l'œsophage et de l’estomac de souris entraine 
pour la plupart d’entre elles des lésions précancéreuses après 4 à 6 mois (Stairs et al. 2011). 
À l'âge de 12 mois, 70% des souris ont développé des tumeurs.  
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3 Fonctions biologiques régulées par des protéines adaptatrices 
Formées de domaines et de motifs spécifiques qui interviennent dans des interactions 
moléculaires, les protéines adaptatrices peuvent créer des liaisons entre plusieurs 
partenaires cellulaires tels que des récepteurs activés à la membrane plasmique avec des 
effecteurs cytoplasmiques (Wilkinson, Wang, and Rudd 2004). Dans ces cas-ci, les 
protéines adaptatrices ont pour la plupart à la fois un domaine qui reconnaît un récepteur 
activé mais aussi un ou plusieurs domaines recrutant des protéines cytoplasmiques, comme 
l’adaptateur Grb2 avec ses domaines SH2/SH3. Comme expliqué précédemment, en se 
liant à un récepteur tyrosine kinase activé avec son domaine SH2, la protéine adaptatrice 
Grb2 interagit aussi avec la protéine SOS1 par le biais de ses deux domaines SH3 (Rozakis-
Adcock et al. 1993). Après quoi, une cascade d’activation sous-jacente entraîne la mise en 
action de la voie de signalisation Ras/MAPK. Cependant, l'association de protéines 
adaptatrices avec leurs partenaires cellulaires peut être située à plusieurs endroits de la 
cellule et promouvoir des effets et des fonctions biologiques plus complexes qu’une simple 
liaison entre un récepteur et une cible cellulaire. En effet, l’adaptateur MDC1 (Mediator of 
DNA damage checkpoint protein 1) est une protéine qui se lie aux histones pour réguler la 
réponse cellulaire suite à des dommages à l’ADN (Stewart et al. 2003; Stucki et al. 2005). 
De plus, la protéine adaptatrice NOS1AP (Carboxyl-terminal PDZ ligand of neuronal nitric 
oxide synthase protein), en interagissant avec son partenaire cellulaire NOS1 (Nitric oxide 
synthase 1), contrôle entre autres la production d’oxyde nitrique dans le système nerveux 
(Wang et al. 2016).   
Ainsi, les protéines adaptatrices sont des pièces maitresses dans l’organisation de 
processus biologiques en permettant la transmission de signaux de la membrane plasmique 
aux composants cytoplasmiques associés, mais aussi en régulant directement l’activité de 
protéines impliquées dans diverses fonctions cellulaires (Pawson 2007). Les liaisons entre 
les protéines adaptatrices et leurs partenaires cellulaires sont orchestrées par les différents 
domaines protéiques les composant. Une multitude de domaines protéiques spécifiques ont 
été identifiés à ce jour (Bagowski, Bruins, and Te Velthuis 2010). Parmi eux, on retrouve 
les domaines PDZ, des domaines d'interaction protéique parmi les plus conservés dans les 
organismes.  
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3.1 Les protéines adaptatrices à domaines PDZ 
À l’origine, les domaines PDZ ont été définis au début des années 1990 comme 
étant des domaines protéiques d'environ 90 acides aminés identifiés dans les trois protéines 
PSD-95 (postsynaptic density-95), Dlg-1 (discs large 1) et ZO-1 (Cho, Hunt, and Kennedy 
1992; Kennedy 1995). Plusieurs études ont ensuite suivi et ont permis de démontrer que 
les protéines à domaines PDZ sont retrouvées chez de nombreux organismes, des bactéries 
aux vertébrés (Ponting 1997), soulignant la conservation et la fonctionnalité de ces 
domaines au cours de l'évolution (Bilder 2001; Kim et al. 2012). Chez l’humain, on compte 
environ 250 domaines PDZ répartis dans plus de 150 protéines distinctes (Wang, Pan, et 
al. 2010; Belotti et al. 2013). Les interactions protéiques dépendantes des domaines PDZ 
sont impliquées dans de nombreux processus biologiques, notamment le regroupement et 
le transport des récepteurs à la membrane plasmique (Kim et al. 1995), mais aussi la 
signalisation cellulaire et le maintien de l'architecture des cellules (Roh and Margolis 2003; 
Lee et al. 2007). L'importance des interactions protéiques dépendantes des domaines PDZ 
dans le maintien de l'homéostasie cellulaire est démontrée par les nombreux défauts 
observés lorsque ces interactions sont perturbées par des problèmes pathologiques tels que 
des maladies infectieuses ou des cancers (Subbaiah et al. 2011). De plus, certains domaines 
PDZ sont ciblés par plusieurs classes de virus qui perturbent ainsi leurs fonctions 
cellulaires, menant par ailleurs à la propagation du virus et à la transformation cellulaire 
(Spanos et al. 2008; James and Roberts 2016).  
3.1.1 Caractéristiques structurales des domaines PDZ 
Les domaines PDZ comportent tous certains éléments structurels déterminants : six 
feuillets β (βA– βF) et deux hélices α, une courte (αA) et une longue (αB). Ces structures, 
qui peuvent varier suivant les protéines, forment un repli parallèle entre les feuillets βB et 
βC, qui lui est hautement conservé (Doyle et al. 1996; Morais Cabral et al. 1996). Cette 
conformation permet ainsi de créer une boucle de liaison appelée le motif GLGF (Figure 
12). Ce motif comporte les résidus formant la poche hydrophobe qui assure l'activité de 
liaison des domaines PDZ et est constitué des acides aminés Arg/Lys-Xaa3-Gly-f-Gly-f 
(où Xaa est un résidu quelconque, f un résidu hydrophobe, Arg une arginine, Lys une 
lysine et Gly une glycine). Cependant, mis à part le second résidu glycine toujours 
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conservé, il semblerait que les autres résidus exacts formant le motif GLGF peuvent varier 













Les domaines PDZ comportent six feuillets β (βA– βF) et deux hélices α, une courte (αA) 
et une longue (αB). Ils adoptent une conformation spécifique formant une boucle de liaison 
GLGF. Un ligand, ici l’extrémité C-terminale d’une protéine (en vert) interagit avec les 
acides aminés de cette boucle de liaison pour se lier au domaine PDZ. 
 
Par ailleurs, on retrouve souvent plusieurs domaines PDZ sur une même protéine. 
De ce fait, certains domaines PDZ fonctionnent ainsi en tandem, se stabilisant 
structurellement, comme les domaines PDZ 4 et 5 de la protéine GRIP1 (Glutamate 
receptor-interacting protein 1) (Feng et al. 2003), ou les domaines PDZ 1 et 2 de PSD95 
(Long et al. 2003). Dans ces cas-ci, une dérégulation d’un des deux domaines PDZ entraîne 
un défaut de liaison de ces domaines avec leurs ligands. Enfin, certains domaines PDZ de 
protéines différentes peuvent former un dimère. En effet, le domaine d'une protéine se lie 
au domaine d'une autre dans une conformation de type « dos à dos », permettant d’une part 
Figure 12 : Représentation schématique d'un domaine PDZ 
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la stabilisation des domaines PDZ et d’autre part la liaison de deux ligands simultanément 
et à proximité. On retrouve de tels dimères entre les domaines PDZ de nombreuses 
protéines (Chang et al. 2011), notamment entre les protéines PSD95 et NOS1 (Brenman et 
al. 1996).   
3.1.2 Interactions avec les domaines PDZ  
De nombreuses structures de domaines PDZ en complexe avec des ligands 
spécifiques ont été décrites et identifiés à ce jour, permettant ainsi de déterminer les 
multiples possibilités d’interaction entre les protéines à domaines PDZ et leurs partenaires 










Les domaines PDZ peuvent dimériser entre eux ou interagir avec des ligands ayant un 
motif PBM, une séquence interne de protéine ou bien avec les lipides.  
 
3.1.2.1 Les différentes interactions des domaines PDZ 
Bien que les domaines PDZ puissent dimériser entre eux comme expliqué 
précédemment, les principales interactions de ces domaines se font avec l’extrémité C-
terminale d’autres protéines. En effet, les premiers groupes étudiant ces interactions ont 
déterminé que les quatre derniers acides aminés des protéines interagissant avec les 
domaines PDZ sont impliqués dans la liaison avec le motif GLGF (Nourry, Grant, and 
Figure 13 : Les différents modes d'interactions avec les domaines PDZ 
 49 
Borg 2003). Trois sous-classes de motif C-terminal PBM (PDZ binding-motif) 
caractéristiques apparaissent donc : les motifs de classe I Xaa-Ser/Thr-Xaa-f, de classe II 
Xaa-f-Xaa-f et de classe III Xaa-Asp/Glu-Xaa-f (où Xaa est un résidu quelconque, f un 
résidu hydrophobe, Ser une sérine, Thr une thréonine, Asp un acide aspartique et Glu un 
acide glutamique). Cependant, des études ont montré par la suite que la boucle de liaison 
contenant le motif GLGF peut interagir avec un maximum de sept résidus appartenant à 
l’extrémité C-terminale de protéines, permettant ainsi une plus grande différenciation 
potentielle entre les ligands (Zhang et al. 2006). Ainsi, en prenant en compte ce dernier 
critère, environ 90% des motifs PBM appartiennent à seize classes spécifiques, le reste 
présentant des spécificités uniques (Tonikian et al. 2008). 
Par ailleurs, on retrouve aussi mais plus rarement des interactions entre les 
domaines PDZ et les lipides PIP2 (phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate) de la membrane 
plasmique comme pour les protéines syntenin (Zimmermann et al. 2002), et Par-3 
(Partitioning defective 3 homolog) (Wu et al. 2007). Enfin, certains domaines PDZ peuvent 
interagir dans quelques cas avec des séquences internes de protéines (Hillier et al. 1999; 
Penkert, DiVittorio, and Prehoda 2004). 
3.1.2.2 Régulation des interactions  
Plusieurs modifications rencontrées sur les domaines PDZ ou leurs différents 
ligands se révèlent importantes dans la régulation de leurs interactions. Par exemple, la 
phosphorylation d’une sérine, une thréonine ou une tyrosine sur le motif PBM d’un ligand 
peut moduler les interactions de ce dernier avec des domaines PDZ. Une équipe de 
recherche a ainsi montré que la phosphorylation du motif PBM de la protéine stargazin 
(Voltage-dependent calcium channel gamma-2 subunit) par la kinase PKA, annule sa 
liaison au domaine PDZ1 de PSD-95 et régule ainsi le fonctionnement du récepteur à 
l'AMPA (α-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid) au niveau des synapses 
(Chetkovich et al. 2002; Choi et al. 2002). De même, la phosphorylation du motif PBM de 
la protéine LRP4 (LDL Receptor Related Protein 4) par la kinase CaMKII inhibe aussi son 
interaction avec PSD-95 (Tian et al. 2006). Par ailleurs, une phosphorylation sur un 
domaine PDZ peut elle aussi réguler une interaction. En effet, la phosphorylation à 
l’intérieur du domaine PDZ1 de la protéine NHERF-1 (Sodium-hydrogen antiporter 3 
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regulator 1) par la kinase PKC atténue son interaction avec le récepteur b2-adrénergique 
(Voltz et al. 2007). Finalement, plusieurs régulations des interactions avec les protéines à 
domaines PDZ sont dues à une auto-inhibition de ces dernières. Certaines protéines 
contenant un domaine PDZ ont aussi un motif PBM au niveau de leur queue C-terminale. 
Ainsi, la poche de liaison du domaine PDZ de ces protéines peut être occupée par leurs 
propres motifs PBM, inhibant ainsi toutes autres liaisons possibles. On observe ce 
phénomène avec les protéines NHERF-1 (Morales et al. 2007), X11a (Amyloid-beta A4 
precursor protein-binding family A member 1) (Long et al. 2005), mais aussi Tamalin (Sugi 
et al. 2007).  
3.1.3 La protéine à domaines PDZ Scribble 
De nombreuses protéines possédant plusieurs domaines PDZ occupent des rôles 
biologiques spécifiques dans la cellule, régulés notamment par leurs nombreuses 
interactions. Parmi elles, on retrouve la protéine Scribble.  
3.1.3.1 Structure  
La protéine humaine Scribble (Protein scribble homolog), est constituée de 
plusieurs domaines nécessaires à son rôle de protéine adaptatrice et appartient à la famille 
de protéines LAP (LRR and PDZ) (Figure 13) (Santoni et al. 2002). Les protéines LAP 
sont plutôt bien conservées à travers les organismes et on retrouve ainsi des orthologues de 
Scribble chez Caenorhabditis elegans (let-413) (Legouis et al. 2000) et Drosophila 
melanogaster (scrib) (Bilder and Perrimon 2000). La protéine humaine Scribble contient 
seize micro-domaines riches en leucine (LRR), et quatre domaines PDZ (Figure 14). Ces 
domaines sont à la fois primordiaux pour la localisation de Scribble à la membrane 
cellulaire (Zeitler et al. 2004), mais aussi importants pour ses liaisons avec de nombreuses 




La protéine Scribble est composée de 1630 résidus. Elle contient 16 seize micro-domaines 
riches en leucine (LRR) (en bleu), et quatre domaines PDZ (en rouge).  
Figure 14 : Structure de la protéine Scribble 
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3.1.3.2 Fonctions 
La protéine Scribble, étudiée depuis plusieurs années maintenant, est décrite dans 
la littérature pour contrôler l’architecture cellulaire, en régulant notamment les jonctions 
ou la polarité des cellules. Exprimée dans la quasi-totalité des organes et cellules chez les 
mammifères, elle est de plus impliquée dans la régulation de voies de signalisation et 
occupe un rôle d’adaptateur pour de nombreuses autres protéines.  
3.1.3.2.1 Architecture cellulaire 
De nombreuses études démontrent le rôle de Scribble dans le maintien de 
l’organisation cellulaire en régulant à la fois les jonctions entre les différentes cellules mais 
aussi la polarité cellulaire en s’associant notamment aux protéines Dlg et Lgl (Lethal-2-
giant larvae) (Su et al. 2012). En effet, des mutations de scrib chez Drosophila 
melanogaster ont conduit à obtenir des embryons présentant une surface cuticulaire 
ondulée et trouée contrairement à la cuticule normale des embryons de type sauvage 
(Bilder and Perrimon 2000). Des observations additionnelles chez Drosophila 
melanogaster ont permis de déterminer que la protéine scrib est localisée dans la partie 
basale des cellules épithéliales au niveau des jonctions septées. Dans les cellules 
épithéliales embryonnaires de Caenorhabditis elegans, let-413 se situe également dans la 
région basolatérale et participe à la bonne localisation des différents composants 
nécessaires à la mise en place des jonctions adhérentes (Legouis et al. 2000; McMahon et 
al. 2001). Dans les cellules de mammifères, la protéine Scribble est localisée à la membrane 
plasmique (Hendrick et al. 2016). Enrichie au niveau des jonctions cellulaires, Scribble 
semble nécessaire pour maintenir les cadhérines à ce compartiment de la cellule et ainsi 
assurer une bonne adhésion cellulaire (Qin et al. 2005; Navarro et al. 2005). En effet, en 
absence de Scribble, on note une baisse de la présence des cadhérines au niveau des 
jonctions cellulaires. De plus, une étude démontre que la délétion de Scribble dans des 
cellules de glandes mammaires humaines MCF10A entraîne une baisse de la migration et 
des défauts de polarité cellulaire (Dow et al. 2007). En absence de Scribble, les cellules 
semblent incapables de recruter les petites GTPases Cdc42 et Rac1 au niveau du front de 
migration, ce qui réduit ainsi leur potentiel de migration et la formation de lamellipodes. 
Toujours dans ce même type de cellules épithéliales, un groupe de recherche a démontré 
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que l’absence de Scribble cause aussi une perturbation de l’organisation tridimensionnelle 
des cellules en culture en inhibant la mise en place de la polarité apico-basale (Zhan et al. 
2008). Finalement, la protéine Scribble semble aussi être impliquée dans l’embryogénèse 
chez la souris (Murdoch et al. 2003; Zarbalis et al. 2004).  
3.1.3.2.2 Scribble, une protéine adaptatrice 
En plus de son rôle dans le maintien de l’architecture cellulaire, la protéine Scribble 
se lie avec de nombreuses protéines pour réguler leur fonction, notamment par le biais de 
ses domaines PDZ (Stephens et al. 2018). Ainsi, Scribble est une protéine adaptatrice qui 
se trouve impliquée dans plusieurs processus biologiques. Au niveau des neurones, 
Scribble interagit avec la protéine NOS1AP pour promouvoir la formation de dendrites 
(Richier et al. 2010). En se liant au complexe protéique AP-2 (adaptor protein complex 2), 
Scribble régule l’endocytose et le recyclage des récepteurs à glutamate NMDA (N-methyl-
D-aspartate) (Piguel et al. 2014). La protéine Scribble semble aussi responsable 
de l’internalisation du récepteur à la TSH (thyroid-stimulating hormone) (Lahuna et al. 
2005), et du récépteur Tkv (bone morphogenetic protein-type I receptor Thickveins) (Gui, 
Huang, and Shimmi 2016), en interagissant avec ces derniers. De plus, la liaison entre les 
protéines Scribble et PHLPP1 (PH domain leucine‐rich‐repeats protein phosphatase) 
permet à cette phosphatase d’être localisée à la membrane cellulaire (Li et al. 2011). Enfin, 
Scribble joue un rôle dans la migration cellulaire en se liant à la protéine MCC (Mutated 
in Colorectal Cancer) (Arnaud et al. 2009), et à la kinase PAK (Nola et al. 2008).  
3.1.3.2.3 Régulation de la voie Ras/MAPK 
Plusieurs groupes de recherche rapportent que la voie de signalisation Ras/MAPK 
et Scribble semblent étroitement liées. En effet, dans ces études, il est démontré que cette 
protéine régule négativement l’activation de la voie de signalisation dans différents 
modèles biologiques, à la fois in vitro mais aussi in vivo (Rives-Quinto et al. 2017; Dow et 
al. 2008). Par exemple, en utilisant l’organisme Drosophila melanogaster, des chercheurs 
ont montré que la délétion de scrib entraîne l’activation de la signalisation Ras/MAPK dans 
les tissus épithéliaux (Rives-Quinto et al. 2017). La même observation a été faite avec la 
baisse de l’expression de Scribble dans des cellules humaines en culture (Dow et al. 2008). 
À l’inverse, la surexpression de cette protéine diminue significativement le niveau 
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d’activité des protéines effectrices de la voie de signalisation Ras/MAPK telles que 
ERK1/2 (Elsum, Martin, and Humbert 2013). À ce jour, les mécanismes moléculaires 
impliqués dans la régulation de cette voie par la protéine Scribble ne sont pas clairement 
établis. Cependant, en montrant que Scribble se lie avec le module ERK1/2, des données 
suggèrent que cette interaction serait responsable de la régulation négative de la voie de 
signalisation Ras/MAPK par Scribble. En effet, la liaison entre Scribble et ERK1/2 semble 
empêcher la phosphorylation et donc l’activation complète des kinases ERK1/2 (Nagasaka, 
Pim, et al. 2010; Nagasaka, Massimi, et al. 2010). Par ailleurs, en s’associant au complexe 
protéique SHOC2/MRAS (Leucine-rich repeat protein SHOC-2/Ras-related protein M-
Ras), Scribble semble aussi inhiber l’activité du module ERK1/2 par ce moyen (Young et 
al. 2013). Enfin, la protéine Scribble affecte également la signalisation Ras/MAPK de 
manière indirecte en interagissant avec le complexe β-Pix/GIT1 (Rho guanine nucleotide 
exchange factor 7/ARF GTPase-activating protein GIT1) (Audebert et al. 2004; Wigerius 
et al. 2013), deux protéines d’échafaudage qui se lient aux kinases MEK1/2 (Yin et al. 
2004), mais aussi ERK1/2 (Yin et al. 2005), pour augmenter leur activation. En 
interagissant avec ce complexe, Scribble serait en compétition avec ces kinases et 
diminuerait ainsi leur potentiel d’activation. 
3.1.3.1 La protéine Scribble dans le cancer 
Plusieurs études démontrent que la perte de fonction des mutants de Scribble ou la 
délétion de cette protéine perturbent la polarité apicale-basale, mais aussi coopèrent avec 
des signaux oncogéniques pour améliorer la migration, l'invasion et la survie des cellules 
tumorales (Dow et al. 2008; Zhan et al. 2008; Wu, Pastor-Pareja, and Xu 2010). Ainsi, ces 
données suggèrent que Scribble peut avoir une fonction positive dans l’inhibition du 
développement tumoral. Cependant, son rôle exact dans les différents cancers humains fait 
encore l'objet de plusieurs incertitudes. En effet, bien que les preuves initiales semblent 
montrer que l'expression de Scribble est diminuée durant la tumorigenèse, des études ont 
mis en évidence que les niveaux protéiques de Scribble sont augmentés dans les cellules 
cancéreuses (Kamei et al. 2007; Vaira et al. 2011). Par ailleurs, il semble que la protéine 
Scribble ne soit plus localisée au niveau des jonctions cellulaires dans plusieurs types de 
cancers, dont le cancer du sein (Feigin et al. 2014), de la prostate (Pearson et al. 2011), et 
du colon (Gardiol et al. 2006). Dans le cancer de la prostate, la mauvaise localisation de 
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Scribble est même corrélée à une faible survie du patient. Une mutation ponctuelle 
spécifique a été identifiée au sein du treizième domaine LRR de Scribble (une proline en 
leucine) et semble capable d'abroger sa localisation membranaire (Audebert et al. 2004). 
Un changement de localisation d'autres protéines de polarité, dont Lgl et Dlg, a également 
été associée à la progression du cancer (Huang and Muthuswamy 2010). Cependant, on ne 
sait pas aujourd’hui si la mauvaise localisation de Scribble dans les cellules cancéreuses 
est une raison ou une conséquence de la tumorigenèse.    
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4 Objectifs de la thèse 
Comme longuement détaillé précédemment, les kinases RSK sont impliquées dans 
plusieurs processus biologiques primordiaux pour les cellules. Cependant, jusqu’à 
maintenant, seuls des partenaires cellulaires ou des substrats pour les isoformes RSK1 et 
RSK2 ont été identifiés. Les protéines RSK3 et RSK4 n’ont, quant à elles, aucun substrat 
connu à ce jour, et leurs fonctions restent donc à déterminer. Par ailleurs, bien que les 
kinases RSK soient abondamment étudiées ces dernières années notamment dans le 
développement des cellules cancéreuses, très peu d’études détaillent et établissent les 
mécanismes moléculaires sous-jacents de chacune des isoformes.  
Ainsi, l'objectif général de ma thèse est d'identifier de nouveaux partenaires 
cellulaires pour les protéines RSK1-4 et de déterminer la pertinence de ces 
interactions dans la fonction de ces kinases, en particulier dans le développement des 
cellules cancéreuses. Pour répondre à cet objectif, ma thèse a été partagée suivant trois 
axes de recherches : 1. Mise en place et optimisation de méthodes à grande échelle pour 
l'identification de nouveaux partenaires cellulaires des protéines RSK, 2. Confirmation et 
caractérisation des nouveaux partenaires cellulaires des kinases RSK parmi les protéines 
identifiées, 3. Étude de l’impact biologique des interactions nouvellement caractérisées.  
Cet objectif général nous a ainsi amené à déterminer l’interactome in vivo des kinases 
RSK1-4 dans une première étude. Nous avons par ailleurs caractérisé la protéine p120ctn 
comme un nouveau substrat des kinases RSK et nous avons démontré l’importance de ces 
kinases dans la régulation des jonctions intercellulaires de mélanomes.  
Dans une deuxième étude, nous avons identifié les partenaires cellulaires dépendant 
du PBM des kinases RSK. Nous avons ainsi pu démontrer que la protéine Scribble inhibe 
l’activation de l’isoforme RSK2 par les kinases ERK1/2.  
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Chapitre 2 : RSK promotes p120-catenin phosphorylation and 
regulates cell-cell adhesion in melanoma 
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Mise en Contexte 
 Notre laboratoire a publié il y a quelques années maintenant une étude décrivant le 
phosphoprotéome des kinases RSK ainsi que le motif minimum nécessaire pour une 
phosphorylation par ces kinases (Galan et al. 2014). Dans ce projet, les travaux ont été 
orientés sur l’activité globale des kinases RSK en utilisant des inhibiteurs non spécifiques 
à une isoforme en particulier. Par ailleurs, cette étude est centrée uniquement sur la 
découverte de substrats et non pas de partenaires cellulaires. Ainsi, nous avons établi un 
projet dans l’optique de déterminer les partenaires cellulaires des kinases RSK spécifiques 
à chaque isoforme.   
 Les isoformes RSK1 mais surtout RSK3 se retrouvant dans la fraction insoluble 
lors d’une lyse de cellules, nous avons donc opté pour l’utilisation de la technique de BioID 
plutôt qu’une approche de capture par affinité traditionnelle suivie d’une identification en 
protéomique pour pallier ce problème. En utilisant cette méthode nous avons ainsi 
déterminé les partenaires cellulaires spécifiques des kinases RSK. En recoupant nos 
données avec l’étude du phosphoprotéome nous avons pu trouver des protéines identifiées 
dans les deux études, dont p120ctn. Après avoir caractérisé cette dernière comme étant un 
nouveau substrat des kinases RSK, nous avons testé son implication dans l’adhésion 
intercellulaire de lignées de mélanomes. Par ailleurs, nous avons aussi voulu étudier le rôle 
des kinases RSK dans l’intégrité des jonctions intercellulaires et la fonction de la 
phosphorylation de p120ctn par ces kinases.  
 Ainsi, en plus d’établir des connaissances additionnelles sur l’interactome des 
kinases RSK, notre étude démontre de nouveaux rôles cellulaires pour ces kinases.  
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Abstract 
The Ras/MAPK signaling pathway regulates various biological functions, 
including cell proliferation. This pathway is frequently deregulated in several types of 
cancer, including many cases of melanoma. RSK (p90 ribosomal S6 kinase) is a MAPK-
activated protein kinase required for melanoma proliferation, but relatively little is known 
about its exact function and the nature of its cellular partners. In this study, we used a 
proximity-based labeling approach (BioID) to identify RSK binding partners in cells. We 
identified many potential cellular interactors for the RSK kinases and among them, the 
member of the Armadillo-repeat proteins family p120ctn. After confirming the impact of 
p120ctn on cell-cell junctions in melanomas, we demonstrated that RSK kinase activity is 
required for intercellular junctions’ integrity. We finally identified p120ctn as RSK 
phosphorylation substrate and established that this phosphorylation reorganizes p120ctn 
cellular partners. Thus, our results indicate that RSK directly modulates p120ctn function 
and suggests that the Ras/MAPK pathway regulates cell-cell adhesion by modulating the 
integrity of adherens junction.  
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Introduction 
The Ras/MAPK signaling cascade plays a key role in transducing extracellular 
signals to intracellular targets involved in a wide range of cellular functions, including cell 
growth, proliferation and survival (Murphy and Blenis 2006; Ballif and Blenis 2001). 
Inappropriate regulation of this pathway leads to a variety of disorders and diseases, 
including many types of cancers (Schubbert, Shannon, and Bollag 2007; Lawrence et al. 
2008). In this pathway, in response to mutational activation or upon activation by the small 
GTPase Ras, the Ser/Thr kinases Raf are activated (Lavoie and Therrien 2015). Raf 
isoforms are frequently mutated in cancers and one major example is melanoma, which 
harbors activating B-Raf mutations (V600E) in a majority of cases (Michaloglou et al. 
2008). Activated Raf phosphorylates and activates MEK1/2, which themselves 
phosphorylate and activate in turn the MAPKs ERK1/2 (Cargnello and Roux 2011). Once 
activated, the Ser/Thr kinases ERK1/2 are capable of phosphorylating many substrates, 
including essential members of the p90 ribosomal S6 kinase (RSK) family of proteins 
(Roux and Blenis 2004; Rubinfeld and Seger 2005). 
The RSK family includes four Ser/Thr kinases RSK(1-4), where RSK1/2 are the 
most abundant and are ubiquitously expressed, whereas RSK3/4 are weakly expressed in a 
few tissues (Carriere, Ray, et al. 2008). All four RSK isoforms belong to the AGC family 
of basophilic protein kinases and share 73–80% sequence identity, suggesting that RSK 
could potentially phosphorylate similar substrates and interact with common cellular 
partners (Romeo, Zhang, and Roux 2012). However, while a number of phosphorylation 
substrates have been identified for RSK1 and RSK2, the exact functions of RSK3 and 
RSK4 remain elusive. Consistent with this, RSK1/2 isoforms have been shown to regulate 
a number of substrates involved in several cellular processes such as cell growth, cell 
survival, proliferation and motility (Roux et al. 2007; Roux et al. 2004; Anjum et al. 2005; 
Sulzmaier and Ramos 2013). Moreover, RSK1 and RSK2 were shown to be overexpressed 
and/or hyperactivated in many types of cancers including breast cancer (Cuesta and Holz 
2016), prostate cancer (Clark et al. 2005), head and neck squamous cell carcinoma 
(HNSCC) (Kang et al. 2010) and melanoma (Galan et al. 2014). Accordingly, inhibition of 
their activity reduces the proliferation of several cancer cell lines (Houles et al. 2018; 
Romeo et al. 2013). Interestingly, in contrast to RSK1 and RSK2, reduced expression of 
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RSK3 and/or RSK4 has been observed in different cancer types (Bignone et al. 2007; Cai 
et al. 2014). Nevertheless, the mechanisms by which RSK3 and RSK4 may inhibit cell 
proliferation are unknown at the moment. Together, these results indicate that further 
studies will be required to completely understand the role of the different RSK isoforms in 
various biological process as well as associated molecular mechanisms of action. 
Loss of cell-cell adhesion is frequently observed in many disorders upon 
dysfunction of cadherins, the major component of Adherens Junction (AJ) (Schneider and 
Kolligs 2015). Cadherins constitute a family of transmembrane cell-cell adhesion proteins 
involved in morphogenesis, development and cancer (Halbleib and Nelson 2006; Jeanes, 
Gottardi, and Yap 2008). Classical cadherins are the gatekeepers of AJ maintenance by 
linking their extracellular interactions to internal cellular elements through a-catenin, b-
catenin and p120-catenin (p120ctn) (Gumbiner 2005). While a- and b-catenin mainly 
modulate functional interactions with actin cytoskeleton, p120ctn maintains cell-cell 
adhesion integrity by controlling the stability of cadherins at the cell membrane (Rimm et 
al. 1995; Valenta, Hausmann, and Basler 2012; Davis, Ireton, and Reynolds 2003). p120ctn 
is a member of the Armadillo-repeat (ARM) proteins family and was originally identified 
as a Src tyrosine kinase substrate (Carnahan et al. 2010; Reynolds et al. 1989). To date, 
several other p120ctn residues have been shown to be phosphorylated, suggesting the 
regulation of p120ctn phosphorylation by other kinases (Alema and Salvatore 2007). 
Interestingly, the phosphorylation status of p120ctn seems to regulate AJ assembly, 
especially by controlling cadherins dynamics at the plasma membrane (Fukumoto et al. 
2008; Peglion, Llense, and Etienne-Manneville 2014). Finally, although the 
downregulation or change in localization of p120ctn has been demonstrated in many 
cancers, several cases suggest that p120ctn phosphorylation is required for its pro-
tumorigenic potential (van Hengel and van Roy 2007; Ma et al. 2012; Kourtidis et al. 2015). 
Thus, the molecular mechanisms responsible for p120ctn phosphorylation remains to be 
clearly defined. 
In this study, we used a proximity-based labeling approach (BioID) to identify 
binding partners of RSK(1-4) isoforms in order to characterize the respective functions of 
the RSK kinases. This proteomic approach resulted in the identification of many potential 
proximity cellular partners for the RSK kinases. Among them, we identified and 
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characterized p120ctn as RSK a phosphorylation substrate. After demonstrating the direct 
impact of p120ctn on cell-cell junctions in melanomas, we found that RSK kinase activity 
is involved in AJ integrity. Finally, we established that the phosphorylation of p120ctn by 
RSK at serine 320 reorganized p120ctn cellular partners. Therefore, these results will help 
understand the specific role of the RSK kinases, particularly with respect to their described 




Global analysis of the RSK-dependent interactome. 
 During the last decade, studies on kinases of the Ras/MAPK signaling pathway and 
in particular RSK have been extensively performed to decipher their biological functions. 
However, while our laboratory defined the phosphoproteome of RSK few years ago (Galan 
et al. 2014), no study has determined the complete interactome of these kinases. In HeLa 
cells expressing GFP-tagged RSK(1-4) in serum containing conditions, we found that 
RSK2 and RSK4 were localized throughout the cell whereas RSK3 appeared enriched at 
the cell’s plasma membrane and RSK1 in the cytoplasm (Fig. 1A), suggesting that these 
kinases may have different and specific cellular partners through the cell. Moreover, 
HEK293 cells transfected with HA-tagged RSK(1-4) were lysed using non-ionic detergent 
(Fig. 1B) and interestingly, while RSK2 and RSK4 isoforms were found mostly in soluble 
fraction, RSK1 and RSK3 were enriched in non-soluble fraction. This result indicates that 
some isoforms are poorly solubilized by the lysis conditions used for traditional affinity 
purification mass spectrometry method (AP-MS). To overcome this limitation and in order 
to identify the cellular partners of RSK kinases we used the BioID approach. We created 
stable HEK293 Flp-In T-Rex cell lines expressing RSK(1-4) bait proteins that comprised 
Flag-BirA* fused in-frame at their N-terminal end (Fig. 1C). BirA* harbors the R118G 
mutation and its expression leads to the promiscuous biotinylation of surrounding proteins 
within a radius of 10-20 nm (Roux et al. 2012). HEK293 Flp-In T-Rex cells were lysed 
using stringent lysis solution and biotinylated proteins were isolated using streptavidin 
affinity purification. The resultant mixture was determined by mass spectrometry (MS) and 
we analyzed data from three independent biological replicates with SAINTexpress 
(Significance Analysis of INTeractome) (Choi et al. 2011; Teo et al. 2014) using three 
different controls (No BirA*, BirA* alone or GFP-tagged BirA*). All baits appeared to be 
expressed to similar levels and to the appropriate cellular compartments (Fig. 1D and S1). 
Furthermore, the cell lines displayed extensive protein biotinylation, suggesting the 
identification of proximity cellular partners. 
Using this approach, we identified 156 prey proteins as potential RSK interacting 
partners (Fig. 2A, Dataset S1). Most proteins were identified with RSK1 and RSK3 as 
baits, likely due to their localization to specific intracellular compartments (Fig. 1A-B, S1). 
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To characterize the global signature of identified proximity interactors, we used the 
Ingenuity Pathway Analysis platform (IPA). When analyzed together, we found that RSK 
proximity partners were enriched in specific cellular compartments, including cell junction 
(p = 2.44×10-9), anchoring junction (p = 1.12×10-8) and plasma membrane (p = 5.92×10-7) 
(Fig. 2B-C). Interestingly, this method identified previously known RSK substrates, such 
as ARHGEF12 (Shi et al. 2018) and EPHA2 (Zhou et al. 2015), suggesting that the RSK 
proximity interactome may also contain uncharacterized RSK substrates. Consistent with 
this possibility, we compared these data with a list of potential RSK substrates identified 
in a recent phosphoproteomic study (Galan et al. 2014), and found that at least 10 proximity 
partners were previously tagged as potential RSK substrates (Fig. 1D), including p120-
catenin (p120ctn or CTNND1). 
 
Identification of p120ctn as a substrate of the RSK kinases. 
RSK is a basophilic protein kinase that operates downstream of the RAS/MAPK 
pathway (Romeo, Zhang, and Roux 2012). To test its potential involvement in the 
regulation of p120ctn phosphorylation, we first confirmed that p120ctn phosphorylation 
was regulated by RSK using an antibody that recognizes the consensus motif RXXpS/T 
(where X is any amino acid), which is phosphorylated by AGC family kinases including 
RSK (Moritz et al. 2010). HEK293 cells transfected with Myc-tagged human p120ctn were 
stimulated with phorbol 13-myristate 12-acetate (PMA), and immunoprecipitated p120ctn 
was analyzed for phosphorylation (Fig. 3A). Using this method, we found that acute PMA 
treatment strongly stimulated p120ctn phosphorylation on RXXpS/T consensus sites, 
which was prevented by treatments with either MEK1/2 (PD184352) or RSK (BI-D1870) 
inhibitors, suggesting that RSK activity is required for p120ctn phosphorylation in cells. 
To identify the exact phosphorylation site(s) regulated by RSK, we used MS-based 
approach. As before, HEK293 cells were transfected with Myc-tagged p120ctn, serum 
starved overnight, and pretreated with vehicle, MEK1/2 or RSK inhibitors prior to being 
stimulated with PMA. Immunoprecipitated p120ctn was isolated via SDS-PAGE and 
digested in-gel with trypsin. Samples were then analyzed by liquid chromatography-
assisted tandem MS, and the relative abundances of all identified phosphopeptides were 
measured across experimental conditions. Using this approach, we found that one 
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phosphopeptide containing basic consensus sequence showed significant changes between 
the non-activated (vehicle), the activated (PMA) and inactivated (PD184352 or BI-D1870) 
conditions (Fig. 3B). This phosphopeptide was found to contain Ser320, and identification 
of this residue as being phosphorylated was obtained by MS/MS sequencing, as depicted 
by the annotated MS/MS spectra. In order to confirm that the phosphorylation on Ser320 
identified by mass spectrometry is RSK-dependent, we generated a non-phosphorylable 
p120ctn mutant (S320A). Importantly, we found that mutation of the Ser320 completely 
abrogated p120ctn phosphorylation at basic consensus motifs in response to PMA (Fig. 
3C) and EGF (Fig. 3D) stimulation in HEK293 cells transfected with Myc-tagged p120ctn 
WT or mutant form. We also performed in vitro kinase assays with purified proteins. 
Recombinant active RSK2 was incubated in a kinase reaction buffer with 
immunoprecipitated p120ctn WT or the S320A mutant (Fig. 3E). We found that activated 
RSK2 robustly increased phosphorylation of immunoprecipitated p120ctn WT, but not in 
p120ctn S320A mutant. Taken together, these results indicate that Ser320 is the 
predominant RSK-dependent phosphorylation site in p120ctn. Interestingly, Ser320 is 
located within the regulatory domain of p120ctn (Fig. 3F) which is already known to be 
phosphorylated on different residues by other kinases and important for the regulation of 
p120ctn function (Alema and Salvatore 2007), suggesting that Ser320 phosphorylation 
may modulate p120ctn role in cells. Moreover, Ser320 phosphorylation site is 
evolutionarily conserved among species along with the basic residues forming the 
consensus motif for RSK phosphorylation (Fig. 3G), suggesting that this phosphorylation 
play important functions. 
 
RSK is required and sufficient to promote p120ctn phosphorylation in vivo. 
 To evaluate whether only the Ras/MAPK pathway is responsible for p120ctn 
phosphorylation, we used a phosphospecific antibody specifically directed against Ser320, 
the RSK target site. As expected, we found that potent agonists of the Ras/MAPK pathway 
including PMA and EGF, robustly stimulated p120ctn phosphorylation at Ser320 in 
HEK293 cells (Fig. 4A). However, activation of Akt, a basophilic kinase of the AGC 
family which share common substrates with RSK (Moritz et al. 2010), by serum or insulin 
did not promote Ser320 phosphorylation (Fig. 4A). We also treated cells with increasing 
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concentrations of insulin, but despite high Akt phosphorylation levels, we did not observe 
a regulation of p120ctn phosphorylation at Ser320 (Fig. 4B), suggesting that Akt does not 
regulates this phosphorylation site. In comparison, a time course stimulation using PMA 
or EGF in HEK293 cells leads to a strong phosphorylation at Ser320 (Fig. 4C), showing 
the involvement of the Ras/MAPK in this phosphorylation. This was further confirmed 
using pharmacologic inhibitors in HEK293 cells. We found that MEK1/2 inhibition using 
PD184352 decreased Ser320 phosphorylation induced by PMA or EGF stimulation (Fig. 
4D), whereas mTOR inhibitors (Ku-0063794, rapamycin) or a dual PI3K/mTOR inhibitor 
(PI-103) did not affect p120ctn phosphorylation, indicating that kinase of the AGC family 
from the PI3K/mTOR pathway as Akt or S6K are not involved in p120ctn phosphorylation. 
In order to confirm that the phosphorylation on Ser320 is RSK-dependent in vivo, we used 
small interfering RNA (siRNA)-mediated RNAi to specifically reduce RSK1 and RSK2 
expression, the predominant isoforms expressed in HEK293 cells. We found that 
knockdown of RSK1 and RSK2 significantly reduced p120ctn phosphorylation in response 
to PMA or EGF stimulation (Fig. 4E). Knockdown of both RSK1 and RSK2 further reduce 
Ser320 phosphorylation compared with knockdown of RSK1 or RSK2 alone, suggesting 
that both isoforms may be responsible for p120ctn phosphorylation. As expected from the 
siRNA data, we confirmed that RSK is required for the phosphorylation of endogenous 
p120ctn in HEK293 cells, where RSK inhibitors (BI-D1870, LJH685) were found to 
reduce Ser320 phosphorylation after PMA or EGF stimulation (Fig. 4F). Taken together, 
these results confirm that RSK is both required and sufficient for p120ctn phosphorylation 
at Ser320 in response to agonists of the RAS/MAPK pathway. 
 
p120ctn is phosphorylated at Ser320 and maintains cell-cell adhesion integrity in 
BRAF-mutated melanoma cells.  
Melanomas are characterized by the hyperactivation of the Ras/MAPK pathway 
(Michaloglou et al. 2008; Dhomen and Marais 2007) and RSK activity was shown to be 
high in cells derived from this cancer subtype (Romeo et al. 2013; Houles et al. 2018). In 
order to determine whether p120ctn phosphorylation is modulated by RSK in melanomas, 
we examined the effects of specific enzyme inhibitors in two human melanoma cell lines 
harbouring gain-of-function mutations in BRAF (Colo829 and A375). Consistent with a 
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predominant role for the RAS/MAPK pathway previously observed in HEK293 cells, we 
found that p120ctn phosphorylation was affected by MEK1/2 inhibition using PD184352 
in A375 and Colo829 melanoma cells (Fig. 5A). Accordingly, mTOR inhibitors (Ku-
0063794, rapamycin) or a dual PI3K/mTOR inhibitor (PI-103) still did not affect p120ctn 
phosphorylation, suggesting that Ser320 phosphorylation is mainly regulated by the 
RAS/MAPK pathway in melanoma cells. In addition to this, we found that treatment of 
A375 and Colo829 cells with RSK inhibitors (BI-D1870, LJH685, SL0101) abrogated 
p120ctn phosphorylation at Ser320 (Fig. 5B), indicating that RSK is the major kinase 
regulating p120ctn in BRAF-mutant melanoma cells. Next, we used a knockdown 
approach with lentiviral shRNAs targeted against two different target sequences in both 
RSK1 and RSK2 mRNA. Compared with a control shRNA (shNT) or shRNA against RSK1 
(shRSK1.1, shRSK1.2), we found that depletion of RSK2 (shRSK2.1, shRSK2.2) resulted 
in a significant decrease of Ser320 phosphorylation in serum-growing Colo829, 
demonstrating that RSK2 is the predominant isoform regulating p120ctn phosphorylation 
in melanoma cells (Fig. 5C). Finally, we investigated whether p120ctn is phosphorylated 
in human melanomas and found by immunohistochemistry that Ser320 phosphorylation 
was increased in melanomas compared with adjacent normal skin (Fig. 5D), suggesting 
that this phosphorylation may have important functions in melanoma development. 
 While the implication of p120ctn in many cancer formation has been studied (van 
Hengel and van Roy 2007), the role of p120ctn in melanoma is poorly understood. To 
determine the importance of p120ctn in melanoma, we used a knockdown method with 
lentiviral shRNAs. Depletion of p120ctn using two different shRNAs (p120ctn1, p120ctn2) 
reduced significantly N-cadherin proteins level (Fig. 5E). We next assessed the localization 
of endogenous N-cadherin in A375 cells depleted for p120ctn and found that N-cadherin 
had a decreased cell membrane localization and an enriched cytoplasm localization 
comparing to A375 cells expressing p120ctn (Fig. 5F). Together, these results confirm that 
p120ctn maintains the stability of cadherins at the cell membrane in melanoma cells, as 
previously described in different other cell types (Davis, Ireton, and Reynolds 2003). We 
then hypothesized that downregulated N-cadherin could affect intercellular adhesion 
strength in melanoma. To examine this hypothesis, we implemented a dispase assay, 
extensively used by other laboratories to evaluate intercellular adhesion strength (Sato, 
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Coombs, et al. 2011; Hariharan et al. 2014). A375 cells subjected to p120ctn knockdown 
were lifted using dispase and tissue fragmentation calculated following mechanical stress 
(number of single cells/total cell number). We showed that loss of p120ctn resulted in an 
augmented cells fragmentation comparing to cells expressing endogenous p120ctn (shNT) 
(Fig. 5G). Thus, this result indicates that p120ctn is required for cell-cell adhesion in 
melanoma by regulating the integrity of cellular junctions. 
 
RSK activity is involved in cell junctions’ integrity. 
 Although many studies have characterized the implication of Ras/MAPK pathway 
in specific biological process, few concerns the regulation of cellular junction’s integrity. 
However, several studies suggest that RSK may have a role in the regulation of a cellular 
program that induces transition from multicellular epithelium to single cell phenotype 
(Doehn et al. 2009; Caslavsky, Klimova, and Vomastek 2013). In order to confirm these 
data, we performed a dispase assay as previously used. We first found that knockdown of 
both RSK1 and RSK2 (shRSK1/2) significantly reduce cells fragmentation in A375 (Fig. 
6A). We also performed a dispase assay in A375 melanoma cells pretreated with either 
vehicle (DMSO), MEK1/2 (PD184352) or RSK (LJH685) inhibitors (Fig. 6B and C). 
Consistent with the results obtained in RSK1/2 knockdown A375, cell fragmentation was 
reduced by the inhibition of RSK activity using inhibitors. Taken together, these results 
confirm that RSK activity inhibition promotes the maintenance of intercellular junctions.  
According to our data, p120ctn is required for cell-cell adhesion in melanoma by 
regulating the integrity of cellular junctions and phosphorylated by RSK at Ser320. As 
RSK is also involved in intercellular junction’s regulation, we assessed the role of p120ctn 
phosphorylation by RSK in this cellular process. We observed that Ser320 phosphorylation 
was decreased in all dispase assays after RSK1/2 knockdown or RSK activity inhibition 
(Fig. 6A, B and C), suggesting that this phosphorylation may have a role in cell-cell 
adhesion by regulating p120ctn function. To better characterize Ser320 phosphorylation 
biological impact, we next evaluated the localization of endogenous p120ctn and N-
cadherin in A375 cells pretreated with either vehicle (DMSO), MEK1/2 (PD184352) or 
RSK (LJH685) inhibitors (Fig. 6D). We found that both p120ctn and N-cadherin did not 
change localization after RSK activity inhibition and were colocalized at cell junctions, 
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indicating that RSK do not regulate p120ctn localization. To determine whether RSK 
activity was required for p120ctn and N-cadherin interaction, we used MEK1/2 
(PD184352) and RSK (LJH685) inhibitors and found that both treatments did not disrupt 
N-cadherin binding to immunoprecipitated p120ctn in A375 cells (Fig. 6E). This result 
confirms that RSK does not regulate p120ctn and N-cadherin interaction. Finally, we 
generated stable A375 cell lines expressing either GFP, p120ctn-WT, the non-
phosphorylable p120ctn-S320A mutant or the phosphomimetic p120ctn-S320D mutant. 
The stable cell lines were also depleted for endogenous p120ctn using specific shRNA 
targeting the 3’UTR region of endogenous p120ctn mRNA. N-cadherin protein level was 
decreased after endogenous p120ctn knockdown but not in cells expressing p120ctn-WT, 
S320A or S320D, suggesting that exogenous p120ctn-WT or mutants are able to rescue N-
cadherin levels (Fig. 6F). To better evaluate the impact of p120ctn mutants we next 
performed a dispase assay with the A375 stable cell lines. Consistent with the results 
obtained before, cell fragmentation was significantly increase in cells knockdown for 
endogenous p120ctn. However, cell fragmentation level was in part rescued with the 
expression of exogenous p120ctn-WT, S320A and S320D mutants in endogenous p120ctn 
knockdown cells. Cell fragmentation level was not significantly different between A375 
cell lines stably expressing p120ctn-WT, S320A or S320D mutants, confirming that 
Ser320 phosphorylation does not affect p120ctn function in intercellular junctions.  
 
Phosphorylation at Ser320 regulates p120ctn proximity cellular partners. 
 In order to investigate more precisely the function of p120ctn phosphorylation by 
RSK at Ser320, we used the BioID approach. We generated stable HEK293 Flp-In T-Rex 
cell lines expressing p120ctn-WT, or the S320A and S320D mutants fused in-frame with 
promiscuous mutant biotin ligase (BirA-R118G) Flag-tagged. These stable cell lines 
expressed the recombinant proteins at similar levels and exhibited a consistent protein 
biotinylation pattern, suggesting the identification of proximity cellular partners (Fig. 7A). 
Thus, using this technique (SAINT score > 0.5 and FDR < 0.1), we found 98 different 
proteins as potential proximity cellular partners of p120ctn-WT, 107 for p120ctn-S320A 
mutant and 76 for the p120ctn-S320D mutant (Dataset S2). While approximately 25% of 
the proteins identified were common for the three different baits, potentially specific 
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cellular partners were found for each one (Fig. 7B). We analyzed the proteins identified for 
p120ctn-S320A and S320D mutant by comparing the total spectral count obtained for each 
prey from three independent biological replicates (Fig. 7C). Several proteins already 
known to be p120ctn proximity interactors (CDH2, CTNNA1, CTNNB1 and PLEKHA7) 
were identified at the same level between the two p120ctn mutant baits. This result 
confirms the accuracy of BioID technique to identify specific p120ctn cellular partners but 
also confirms, in agreement with our previous results, that the phosphorylation of p120ctn 
at Ser320 does not change its interaction with N-cadherin (CDH2). We next hypothesized 
that the identification of specific preys identified for p120ctn-S320A or S320D baits could 
describe the impact of Ser320 phosphorylation on p120ctn functions. Interestingly, three 
members (MYCBP2, FBXO45 and SKP1) of a ubiquitin ligase complex (U.L.C) were 
found as exclusive proximity cellular partners of p120ctn-S320D mutant, suggesting that 
the phosphorylation of Ser320 may link p120ctn to this complex (Fig. 7D). Moreover, 
several proteins localized in p-bodies as LSM14A, EIF4ENIF1 or AGO2 were identified 
principally as p120ctn-S320D preys, suggesting that S320 phosphorylation may target 
p120ctn to this compartment. To test this, A375 cells were treated with arsenite, which 
increases the number and size of P-bodies through oxidative stress (Kedersha et al. 2005). 
Using immunofluorescence, we found an accumulation of p120ctn to P-bodies that was 
associated with its removal from the plasma membrane (Fig. S2). Finally, more than 20 
proteins involved in microtubule cytoskeleton regulation were found to be p120ctn-S320A 
proximity cellular partners. This number was reduced for p120ctn-S320D and only a few 
preys at low relative abundance were found for this mutant, suggesting that non-
phosphorylated p120ctn might have a role in microtubule regulation. Thus, 




In this study, we describe, to our knowledge, the first global in vivo interactome of 
the four RSK kinases (Fig. 1 and 2). Using this method, we identified several potential 
cellular partners including the member of the Armadillo-repeat proteins family p120ctn. 
We characterized p120ctn has a new RSK substrate (Fig. 3, 4 and 5), and we found that 
phosphorylation at Ser320 modifies p120ctn proximity cellular partners (Fig. 7). Notably, 
we revealed that phosphorylated p120ctn is relocated to p-bodies and interact with proteins 
of this cellular component (Fig. 7 and S2). Importantly, after demonstrating the direct 
impact of p120ctn on cell-cell junctions in melanomas (Fig. 5), we also determined that 
RSK activity is involved in AJ integrity (Fig. 6). 
The in vivo proteomic approach that we used in this study allowed us to identify 
many novel RSK cellular partners. While the BioID system is not specific to direct 
interactors, this technique helped us to determine cellular partners close to RSK kinases 
(10-20 nm) (Roux et al. 2012). Thus, we provide information about the localization of RSK 
in cells, but we also determine the cellular compartments where RSK is potentially active. 
Most of the proteins identified are localized to the cellular membrane and have a role 
related to this cell compartment (Fig. 2). This result is quite surprising because the majority 
of RSK substrates or cellular partners identified so far are not localized to the cell 
membrane (Romeo, Zhang, and Roux 2012). However, these data support several studies 
that report a potential role for RSK at the cell membrane, including the phosphorylation of 
filamin A involved in the stabilization of actin cortex (Woo et al. 2004; Gawecka et al. 
2012). Also, the majority of membrane proteins identified are found with BirA*-RSK3 
(Dataset S1), suggesting a specific role for this isoform. In addition to its cellular partners 
defined, we clearly show that this kinase is localized to the cell membrane (Fig. 1A and 
S1). Thus, further studies on each RSK isoform will be required to establish their own 
cellular functions.  
By controlling the stability of cadherins at the cell membrane, p120ctn protein 
maintains cell-cell adhesion (Rimm et al. 1995; Valenta, Hausmann, and Basler 2012; 
Davis, Ireton, and Reynolds 2003). Negative regulation and mis-localization of p120ctn 
have been reported in many cancers, leading most of the time to the emergence of the 
epithelial–mesenchymal transition (EMT) process (van Hengel and van Roy 2007). In our 
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study we prove the importance of p120ctn in maintaining intercellular junctions of 
melanoma cells (Fig. 5). Our results show that p120ctn maintains the stability of cadherins 
at the cell membrane and thus regulates the integrity of cellular junctions. In addition to 
this, we provide additional knowledge regarding p120ctn. According to the literature, 
p120ctn protein has been shown to be phosphorylated on several residues (Alema and 
Salvatore 2007). Nevertheless, the exact functions of most of them remain unknown. In 
this study, we identified the Ser320 as a new phosphorylation site and demonstrated that it 
is RSK-dependent (Fig. 3 and 4). This phosphorylation leads to a change in p120ctn 
interactome (Fig. 7). Once phosphorylated by RSK, p120ctn protein appears relocated to 
p-bodies (Fig. S2) and interacts with components of this cell compartment (Fig. 7D), 
leaving many perspectives on its exact functions. Finally, we show that Ser320 
phosphorylation is increased in patients’ melanomas (Fig. 5D), suggesting that this 
phosphorylation could be used as a biological marker for melanoma development. This 
corroborates several studies showing that phosphorylated p120ctn expression has 
predictive value for cancer progression (Ma et al. 2012; Kourtidis et al. 2015). 
The cell fragmentation technique allowed us to show that RSK activity inhibition 
promotes the maintenance of intercellular junctions (Fig. 6A-C). Thus, in melanoma cells 
where RSK is overactivated, cells have weaker intercellular junctions and will tend to 
spread more easily, as mentioned by another group (Doehn et al. 2009). However, although 
RSK activity is required for AJ integrity, the phenotype observed is not mediated by 
p120ctn phosphorylation on Ser320 (Fig. 6D-F). Since p120ctn protein is phosphorylated 
by several kinases (Alema and Salvatore 2007), multiple phosphorylation sites could have 
an effect on the intercellular junctions. Moreover, RSK kinases have many interactors 
located at the cell membrane (Fig. 2), and several could be involved in maintaining 
adherens junctions. Finally, additional studies will be required to establish the underlying 
molecular mechanisms of RSK involvement in the integrity of intercellular junctions. 
In conclusion, our study reveals the robust and comprehensive power of our 
proteomic approach to identify novel RSK substrates and cellular partners. Our results 
implicating RSK in the regulation of p120ctn and cell-cell adhesion support the possibility 
that RSK may be a valuable therapeutic target against cancer. Our proteomics findings also 
suggest that RSK isoforms play different biological functions downstream of the 
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Materials and Methods 
Antibodies. 
 Antibody targeted against Arg-X-X-pSer/Thr motif, phospho-p120ctn (S320), Akt 
and phospho-Akt (S473), ERK1/2 and phospho-ERK1/2 (T202/Y204), S6K and phospho-
S6K (T389), RPS6 and phospho-RPS6 (S235/236) were purchased from Cell Signaling 
Technologies (Beverly, MA). RSK1, RSK2 and p120ctn antibodies were purchased from 
Santa Cruz Biotechnologies (Santa Cruz, CA). The N-cadherin antibody was purchased 
from BD Biosciences (San Jose, CA). Anti-Myc, anti-Tubulin, anti-flag and anti-HA 
monoclonal antibodies were purchased from Sigma-Aldrich (Oakville, Ontario, Canada).  
 
DNA constructs. 
The original plasmid encoding full-length, untagged p120ctn was kindly provided 
by Albert Reynolds (Vanderbilt University, Nashville, USA) in a pENTR-gateway plasmid 
backbone (pENTR-p120ctn-1AB). This DNA construct was used as template for 
generating 6Myc-tagged p120ctn in the pcDNA3.1 backbone. Both p120ctn mutants 
(S320A and S320D) were generated using the QuikChange methodology (Stratagene, La 
Jolla, CA). The original plasmid pcDNA5-FRT/TO-FLAG-BirAR118G encoding flag-
tagged BirAR118G was provided by Anne-Claude Gingras (University of Toronto, Toronto, 
Canada). The plasmid pLenti-CMV-GFP-puro was obtained from Addgene (#17448, 
Cambridge, MA, USA). 
 
Cell culture and transfection. 
 HEK293, A375 and Colo829 cells were obtained from the American Type Culture 
Collection (ATCC). HEK293 and A375 cells were maintained at 37°C in Dulbecco’s 
modified Eagle medium (DMEM) with 4.5 g/L glucose supplemented with 5% (v/v) FBS, 
100 IU/mL penicillin, and 100 μg/mL streptomycin. Colo829 cells were grown in RPMI-
1640 medium with similar supplements. Cells were regularly PCR tested to exclude 
mycoplasma contamination and used within 2 months after thawing. HEK293 cells were 
transfected by calcium phosphate 24h after being plated. Cells were grown for 24h after 
transfection and serum-starved overnight using serum-free DMEM where indicated. 
Starved cells were pretreated with PD184352 (10 μM; Cerdalane, ON, Canada), LJH685 
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(10 μM), BI-D1870 (10 μM; Selleckchem, TX, USA), SL0101 (50 μM; Toronto Research 
Chemicals, ON, Canada), PI-103 (1 μM; Calbiochem, CA, USA), rapamycin (25 nM; 
Calbiochem, CA, USA) or Ku-0063794 (10 μM; Selleckchem, TX, USA) where indicated 
and stimulated with phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA; 100 ng/mL; Fisher Scientific, 
ON, Canada), EGF (25 ng/mL: Invitrogen, CA, USA), FBS (10%; Invitrogen, CA, USA) 
or insulin (50-200nM; Peprotech, NJ, USA) before being harvested. Arsenite treatment 
was performed as previously described (Cargnello et al. 2012).  
 
RNA interference (RNAi) and viral infections. 
Short hairpin RNA (shRNA)–mediated knockdown was achieved using lentiviruses 
produced with vectors from the Mission TRC shRNA library (p120ctn, TRCN122984, 
TRCN122987; RSK1, TRCN470; RSK2, TRCN537). Cells were infected in the presence 
of 4 μg/mL polybrene, and 3 days after viral infection, A375 and Colo829 cells were treated 
and selected with 2 μg/mL puromycin. Lentiviruses were produced in the HEK293T cell 
line using the pLenti-CMV-GFP-puro vector to overexpress ectopic GFP, p120ctn WT, 
S320A, or S320D mutants. Two days after infection, cells were selected with 2 μg/mL 
puromycin. 
 
Immunoprecipitations, kinase assay and immunoblotting. 
 Cells were washed three times with ice-cold phosphate-buffered saline (PBS) and 
lysed in BLB (10 mM K3PO4, 1 mM EDTA, 5 mM EGTA, 10 mM MgCl2, 50 mM β-
glycerophosphate, 0.5% Nonidet P-40, 0.1% Brij 35, 0.1% deoxycholic acid, 1 mM sodium 
orthovanadate [Na3VO4], 1 mM phenylmethylsulfonyl fluoride, and a complete protease 
inhibitor cocktail tablet [Roche]). For immunoprecipitations, cell lysates were incubated 
with the indicated antibodies for 2 h, followed by 1 h of incubation with protein A–
Sepharose CL-4B beads (GE Healthcare). Immunoprecipitates were washed three times in 
lysis buffer, and beads were eluted and boiled in 2X reducing sample buffer (5X buffer is 
60 mM Tris-HCl [pH 6.8], 25% glycerol, 2% SDS, 14.4 mM 2-mercaptoethanol, and 0.1% 
bromophenol blue). For kinase assay, immunoprecipitates were washed three times in lysis 
buffer followed by one wash in kinase buffer (25 mM Tris-HCl (pH 7.4), 10 mM MgCl2, 
and 5 mM β-glycerophosphate). Then, recombinant activated RSK2 purchased from 
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SignalChem (Richmond, BC) was used with immunoprecipitated p120ctn as substrate (WT 
and S320A) under linear assay conditions. Assay was performed for 10 min at 30°C in 
kinase buffer and then stopped by adding 2X reducing sample buffer. Eluates and total cell 
lysates were subjected to 10% SDS-PAGE, and resolved proteins were transferred onto 
polyvinylidene difluoride membranes for immunoblotting.  
 
Immunofluorescence Microscopy. 
For immunofluorescence analysis, cells were seeded in 12-well plates containing 
coverslips. Seventy-two hours later, cells were washed twice in PBS and fixed in 3.7% 
formaldehyde for 10 min at room temperature. Cells were washed twice in PBS, 
permeabilized for 5 min in PBS containing 0.3% Triton X-100 and blocked with PBS 
containing 1% bovine serum albumin (BSA) for 30 min. Cells were incubated for 2h with 
primary antibodies, washed twice with PBS, and incubated for 1h with secondary Alexa 
Fluor 488-conjugated goat anti-rabbit and Alexa Fluor 555-conjugated goat anti-mouse 
antibodies (Invitrogen), Texas Red-phalloidin, and DAPI (4,6-diamidino-2-phenylindole) 
diluted in PBS. Images were acquired on a Zeiss Axio Imager Z1 wide-field fluorescence 
microscope using a 40X oil-immersion objective or a Deltavision microscope (Applied 
Precision, Issaquah, WA) using a 60X oil-immersion objective. 
 
Tissue microarray (TMA).  
Immunohistochemical staining against p120ctn phospho-S320 was carried out on 
paraffin-embedded formalin-fixed samples using the automated Bond RX staining 
platform from Leica Biosystems. Sections were deparaffinized inside immunostainer. 
Antigen recovery was conducted using heat retrieval (Heat-Induced Epitope Retrieval) 
with ER1 (Leica Biosystems proprietary Epitope Retrieval using a low pH buffer) for 20 
minutes. Sections were then incubated with 150 μL of anti-p120ctn phospho-S320 
antibody for 30 min at room temperature. Detection of specific signal was acquired by 
using Bond Intense R detection kit (#DS9263; Leica Biosystems) according to the 
provider's recommendations. Slides were counterstained automatically with hematoxylin 
included in the Polymer DAB Kit. Stained slides were scanned using the Hamamatsu's 
Nano Zoomer Digital Pathology system 2HT. Virtual slides were then imported in 
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Visiopharm Integrator System (3.4.1.0). Scanned tissue microarray was processed by using 
the array imager module. Then each core was classified using Visiomorph's K-Means 
clustering method. CMN biomarker scoring algorithm was applied. VS = (MI×Area)LOW + 
(MI×Area)MED + (MI×Area)STRONG/Total Area of ROI. vs (Global visiomorph score) is 
range between 0 and + 255, MI (average intensity). 
 
Mechanical strength (Dispase) assay. 
A375 cells were plated in 60mm cell culture plates to reach confluency in 72 hours. 
To isolate the monolayers from the plates, cells were washed twice with PBS and then 
incubated for 90 minutes at 37°C with media containing Dispase (2.4U/mL, Roche). After 
detachment, PBS was added slowly to fully release the monolayer and the suspended cells 
were then centrifuged at 1000 RPM for 5 min. Each monolayer was then subject to 
disruption by pipetting up and down 20 times in 1 mL PBS. Immediately after disruption, 
single cells were counted using a haemocytometer. Percentage fragmentation was 
calculated by determining the ratio of single cell compared to the total number of cells 
present in a 60mm cell culture plate for each condition. In experiments requiring inhibitors, 
cells were treated with medium containing PD184352 (10µM), LJH685 (10µM) or DMSO 
(solvent control) 24h prior to performing the assay.  
 
Generation of stable inducible cell pools and BioID labeling. 
 Stable cell lines were generated in parental HEK293 Flp-In T-Rex cells expressing 
bait proteins of interest as described (Kean, Couzens, and Gingras 2012). Stable cell lines 
were selectively grown in the presence of 200 μg/mL hygromycin up to 80% confluence 
before expression was induced using 1 μg/mL tetracycline for 24 hours. For the BioID 
experiments, 50 μM biotin was added at the time of induction. Two 150-mm plates were 
induced with tetracycline and treated with biotin for 24 hours before harvesting. Cells were 
pelleted at low speed, washed with ice-cold PBS and frozen at −80°C until purification. 
Cell pellets were thawed in 1.5 mL ice cold RIPA buffer containing 20 mM Tris-HCl (pH 
8), 137 mM NaCl, 1% NP-40, 0.1% SDS and 0.5% sodium deoxcycholate. 1 mM 
phenylmethylsulfonyl fluoride, 1 mM dithiothreitol and a complete protease inhibitor 
cocktail tablet (Roche, Bâle, Switzerland) was added immediately before use, 
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supplemented with 250U of benzonase. The lysates were sonicated using three 10s bursts 
with 10s rest in between on ice at 20% amplitude. Lysates were centrifuged for 20 min and 
cleared supernatants were transferred to 2-ml microcentrifuge tubes, and a 60 μl bed 
volume of prewashed streptavidin-agarose beads (GE Healthcare, #17-5113-01) was added 
to each sample. Affinity purification was performed at 4°C on a nutator for 3 hours, and 
the beads were washed twice in RIPA buffer, and three times in 50 mM ammonium 
bicarbonate (ABC; pH 8.0). After affinity purification and removal of all washing buffer, 
beads were resuspended in 100 μl of 50 mM ABC (pH 8) with 1 μg of trypsin (Sigma, no. 
T6567) added and incubated at 37°C overnight with agitation. The next day, an additional 
1 μg of trypsin was added to each sample, and the samples were incubated for 4 hours at 
37°C. Beads were pelleted and the supernatant was transferred to a fresh 1.5-ml tube. The 
beads were then rinsed two times with 100 μl of MS-grade H2O, and these rinses were 
combined with the original supernatant. The pooled fractions were centrifuged, and the 
supernatant was transferred to a new 1.5-ml tube and dried in a vacuum centrifuge. Tryptic 
peptides were resuspended in 10 μl of 5% formic acid. 
 
Mass Spectrometry acquisition and data analysis.  
 Samples were reconstituted in formic acid 0.2% and loaded and separated on a 
homemade reversed-phase column (150 µm i.d. x 150 mm) with a 56-min gradient from 
0–40% acetonitrile (0.2% FA) and a 600 nl/min flow rate on an Easy-nLC II (Thermo 
Fisher Scientific), connected to an Orbitrap Fusion Tribrid mass spectrometer (Thermo 
Fisher Scientific). Each full MS spectrum acquired with a 60,000 resolution was followed 
by 20 MS/MS spectra, where the 12 most abundant multiply charged ions were selected 
for MS/MS sequencing. Samples analyzed were converted to mzXML using ProteoWizard 
3.0.4468 (Kessner et al. 2008) and analyzed using the iProphet pipeline (Shteynberg et al. 
2011) implemented within ProHits (Liu et al. 2010). The database consisted of the human 
and adenovirus sequences in the RefSeq protein database (version 57) supplemented with 
“common contaminants” from the Max Planck Institute 
(http://maxquant.org/downloads.htm) and the Global Proteome Machine (GPM; 
http://www.thegpm.org/crap/index.html). The sequence database consisted of forward and 
reversed sequences. The search engines were Mascot (2.3.02; Matrix Science) and Comet 
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(2012.01 rev.3 (Eng, Jahan, and Hoopmann 2013)), with trypsin specificity and two missed 
cleavage sites allowed. Methionine oxidation and asparagine/glutamine deamidation were 
set as variable modifications. The fragment mass tolerance was 0.01 Da and the mass 
window for the precursor was ± 10 ppm. The resulting Comet and Mascot results were 
individually processed by PeptideProphet (Keller et al. 2002) and combined into a final 
iProphet output using the Trans-Proteomic Pipeline (TPP; Linux version, v0.0 
Development trunk rev 0, Build 201303061711). TPP options were as follows. General 
options were -p0.05 -x20 -PPM -d”DECOY”, iProphet options were pPRIME and 
PeptideProphet options were pP. All proteins with a minimal iProphet protein probability 
of 0.05 were parsed to the relational module of ProHits. Note that for analysis with 
SAINTexpress, only proteins with at least two peptides identify and with iProphet protein 
probability ≥ 0.95 are considered. This corresponds to an estimated protein level FDR of 
∼0.5%. 
 
Digestion, phosphorylation site identification and quantification.  
 Following SDS-PAGE separation with Coomassie staining, bands corresponding to 
p120ctn were excised and digested in gel with trypsin as previously described (Shevchenko 
et al. 1996). The tryptic peptides were analysed as described above. Database searches were 
performed using Mascot (2.3.02; Matrix Science). The fragment mass tolerance was 
0.01 Da and the mass window for the precursor was ± 10 ppm. Assignment of 
phosphorylation sites were validated through manual inspection of relevant MS/MS 
spectra. Individual sites were quantified on the basis of the summed reporter ion intensities 
for all matching peptides. Non-phosphorylated peptides matching p120ctn were combined 
to estimate unmodified protein abundance.  
 
Statistical analysis. 
Statistical analyses were performed using a two-sample unequal-variance 
Student t test. Data are presented as the mean ± SEM, and P values < 0.05 were considered 
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(A) HeLa cells expressing GFP-tagged RSK(1-4) were imaged using immunofluorescence 
microscopy. Cells were stained with phalloidin to visualize the actin cytoskeleton and 
DAPI to visualize nuclei. (B) HEK293 cells transfected with HA-tagged RSK(1-4) were 
lysed using non-ionic detergent. Homogenate cell lysates were divided in three different   
fractions (H: Homogenate, S: Soluble and P: Pellet). Bands of the Western Blot were 
quantified for intensity using MultiGauge software. (C) Schematic representation of the 
different conditions analyzed using BioID. Each RSK isoforms was fused to a N-terminal 
RSK4 
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tag consisting of the FLAG epitope and the mutant E. coli biotin conjugating protein BirA-
R118G (BirA*) in a tetracycline inducible system. In presence of tetracycline and biotin, 
the expressed baits were able to biotinylate proximity cellular components on lysine 
residues.  Following cell lysis under stringent buffer conditions, biotinylated proteins were 
affinity purified using streptavidin beads. Streptavidin-bound proteins were washed and 
subjected to trypsin proteolysis, and the peptides were identified using LC-MS/MS. (D) 
HEK293 Flp-In T-REx stable cell lines were treated with tetracycline in the presence of 
biotin for 24 hrs to induce baits expression and proximity biotinylation. Baits expression 








(A) Detailed interactions for all preys identified by BioID. Interactors are organized with 
respect to associated baits, and relative levels are shown using normalized spectral counts. 
Upstream protein kinases ERK1 (MAPK1) and ERK2 (MAPK3) are shown in orange, as 
well as the interactor analyzed in this study (CTNND1, p120ctn). (B) Protein identified for 
specific cellular components from (A). (C) Gene ontology (GO) enrichments for cellular 
components and molecular functions. (D) Venn diagram showing the overlap of protein 
identified with the BioID experiment and a previous RSK phosphoproteomic study (Galan 
et al. 2014). 
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(A) HEK293 cells were transfected with an empty vector or Myc-tagged p120ctn, serum-
starved overnight and pretreated with PD184352 (10 μM) or LJH685 (10 μM) for 30 min 
before PMA (100 ng/mL) stimulation. Immunoprecipitated (IP) Myc-p120ctn was then 
assayed for phosphorylation with phosphomotif antibody that recognize the RXXpS/T 
consensus motif. Protein lysates were resolved by SDS-PAGE and analyzed by 
immunoblotting with the indicated antibodies. (B) Phosphorylation of human p120ctn was 
confirmed via high-resolution MS/MS sequencing using immunoprecipitated p120ctn 
under the same conditions as in (A). After subsequent SDS-PAGE separation, bands 
corresponding to p120ctn were excised and proteins were digested in gel with trypsin for 
relative quantification. (Inset) Relative abundance of phosphorylated S320 across the four 
conditions normalized with respect to overall p120ctn abundance. (C, D) HEK293 cells 
were transfected with Wt p120ctn or potential RSK phosphorylation site mutant (S320A), 
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serum starved overnight, and stimulated with PMA (100 ng/mL) or EGF (25 ng/mL). 
Immunoprecipitated (IP) Myc-p120ctn and protein lysates were analyzed as in (A). (E) 
Recombinant-activated RSK2 was incubated with immunoprecipitated p120ctn Wt or the 
non-phosphorylable mutant S320A in a kinase reaction. Immunoprecipitated proteins were 
resolved by SDS-PAGE and analyzed by immunoblotting with the indicated antibodies. 
(F) Schematic representation of p120ctn. (CC: Coiled Coil, RD: Regulatory Domain, 
ARM: Armadillo-Repeats). (G) Sequence surrounding Ser320 in p120ctn from various 
species were aligned to show the evolutionary conservation of the S320 residue within an 
RSK consensus motif RXRXXS, where X is any amino acid. 
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(A) HEK293 cells were serum-starved overnight before stimulation for 10-30 min with 
agonists of the Ras/MAPK and PI3K/Akt pathways. Protein lysates were resolved by SDS-
PAGE and analyzed by immunoblotting with the indicated antibodies. (B) HEK293 cells 
were serum-starved overnight before PMA (100 ng/mL) or insulin stimulation at increasing 
concentrations ranging from 50 to 200 nM. Protein lysates were analyzed as in (A). (C) 
HEK293 cells were serum-starved overnight before a time course of PMA (100 ng/mL) or 
EGF (25 ng/mL) stimulation. Extracts were prepared at the indicated times and analyzed 
as in (A). (D) HEK293 cells were serum-starved overnight and pretreated with PD184352 
(10 μM), PI-103 (1 μM), Ku-0063794 (10 μM) or rapamycin (25 nM) for 30 min before 
PMA (100 ng/mL) or EGF (25 ng/mL) stimulation. Protein lysates were analyzed as in (A). 
(E) HEK293 cells were transfected with siRNA targeted against a scrambled sequence 
(NT), RSK1, RSK2 or both, serum-starved and stimulated either with PMA (100 ng/mL) 
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or EGF (25 ng/mL). Protein lysates were analyzed as in (A). (F) HEK293 cells were serum-
starved and pretreated with BI-D1870 (10 μM) or LJH685 (10 μM) for 30 min before PMA 
(100 ng/mL) or EGF (25 ng/mL) stimulation. Protein lysates were analyzed as in (A). 
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Figure 5. p120ctn is phosphorylated on Ser320 and maintains cell-cell adhesion 























(A) A375 and Colo829 cells were serum-starved overnight and pretreated with PD184352 
(10 μM), PI-103 (1 μM), Ku-0063794 (10 μM) or rapamycin (25 nM) for 30 min. 
Endogenous p120ctn phosphorylation was assessed by immunoblotting. (B) Same as (A), 
except that A375 and Colo829 cells were treated with LJH685 (10 μM), BI-D1870 (10 μM) 
or SL0101 (50 μM) for 30 min. (C) RNAi was performed in Colo829 cells infected with 
shRNA against RSK1 (shRSK1.1 or shRSK1.2) or RSK2 (shRSK2.1 or shRSK2.2) or both 
to generate stable knockdowns of RSK1 and RSK2. shRNA efficiency and p120ctn 
phosphorylation was then evaluated through immunoblotting with the indicated antibodies. 
(D) IHC analysis of p120ctn phospho-S320 in human melanoma tissue microarrays. A 
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representative image of normal skin and melanoma tissues label showing increased 
labeling with phospho-S320 antibody. p120ctn phospho-S320 was quantified in normal 
skin (black) and lesion tissues (red) in the same IHC for each case. Values represent the 
quantification of p120ctn phospho-S320 (9 patients). (E) A375 cells were knocked down 
for p120ctn using two different shRNA constructs (shp120ctn1/2). shRNA efficiency was 
assessed by immunoblotting with the anti-p120ctn antibody. (F) Immunofluorescence 
images of growing A375 cells stably expressing a control shRNA (shNT) or shRNAs 
against p120ctn (shp120ctn1/2). Cells were stained with anti-p120ctn to monitor p120ctn 
expression, with anti-N-cadherin to monitor N-cadherin expression and DAPI to visualize 
nuclei. (G) Dispase treatment caused separation of the monolayer in all cells treated. 
Mechanical stress following dispase treatment led to the breakdown of A375 cells stably 
expressing a control shRNA (shNT) or shRNAs against p120ctn (shp120ctn1/2). Bar graph 
showing the average number of single cells recorded under the three conditions tested. N=3 
for all conditions. (Fragmentation: ratio of single cell/total cell number per plate). 
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(A) Dispase treatment caused separation of the monolayer in all cells treated. Mechanical 
stress following dispase led to the breakdown of A375 cells stably expressing a control 
shRNA (shNT) or shRNA against RSK1/2 (shRSK1/2). Bar graph showing the average 
number of single cells recorded under the three conditions tested. N=3 for all conditions. 
(Fragmentation: ratio of single cell/total cell number per plate). Protein lysates from each 
condition were analyzed by immunoblotting with the indicated antibodies. (B, C) As in 
(A), except that A375 cells were pretreated during 24 hrs with PD184352 (10 μM) or 
LJH685 (10 μM) before dispase treatment. (D) A375 were imaged using 
immunofluorescence microscopy after a treatment with PD184352 (10 μM) or LJH685 (10 
μM) for 24 hrs. Cells were stained with anti-p120ctn to monitor p120ctn expression, with 
anti-N-cadherin to monitor N-cadherin expression and DAPI to visualize nuclei. (E) A375 
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cells were treated with PD184352 (10 μM) or LJH685 (10 μM) for 24 hrs. p120ctn was 
immunoprecipitated with anti-p120ctn antibody, and immunoblotting was performed on 
immunoprecipitates and cell lysates using indicated antibodies. (F) As in (A), except that 
A375 cells were stably expressing a control shRNA (shNT) and GFP protein or shRNA 
against endogenous p120ctn and GFP protein or exogenous form of p120ctn (p120ctnWT, 
p120ctnS320A or p120ctnS320D) before dispase treatment. Bottom part shows protein 
lysates from each condition analyzed by immunoblotting with the indicated antibodies. 
Depletion or expression of endogenous/exogenous p120ctn in each condition was assessed 
using p120ctn antibody. 
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(A) HEK293 Flp-In T-REx stable cell lines were treated with tetracycline in the presence 
of biotin for 24 hrs to induce baits expression and proximity biotinylation. Baits expression 
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and biotinylation pattern were monitored using flag antibody and Streptavidin-HRP, 
respectively. (B) Venn diagram showing the overlap of proximity interactors identified by 
BioID with the three different baits. Only the preys with a SAINT Score > 0.5 were taking 
in account. (C) Scatterplots display the log10 total spectral counts of preys identified for 
the BirA*-p120ctnS320D and BirA*-p120ctnS320A baits. Notable preys are indicated and 
filled in different colors, with details in the legend inset. The diagonal dot line maps to 
equal spectral count across the two baits. (D) Dotplot of selected interaction partners 
identified by BioID. Node color represents the average spectral count sum (n=3), the node 
edge color corresponds to the SAINT Score and the node size displays the relative 
abundance of a given prey across the three conditions compared. 
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Figure S1. Baits expression are sensitive to tetracycline treatment 

































HEK293 Flp-In T-REx stable cell lines were treated with tetracycline to induce baits 
expression. Cells were stained with flag antibody (red) to visualize baits expression and 
DAPI to visualize nuclei. 
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A375 cells were grown in presence of serum and treated for 45 min with arsenite (0.5 mM). 
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Mise en Contexte 
En parallèle de notre étude pour déterminer les partenaires cellulaires de proximité 
des kinases RSK avec la technique de BioID, nous avons voulu accentuer nos recherches 
sur la découverte d’interactions spécifiques au domaine PBM de chacune des quatre 
isoformes de RSK. Au démarrage de nos travaux, seulement une interaction dépendante du 
domaine PBM des RSK a été démontré dans la littérature. En effet, une étude a mis en 
avant la liaison entre l’isoforme RSK2 et Shank3, une protéine d’échafaudage retrouvée au 
niveau des synapses (Thomas et al. 2005). Les connaissances sur les interactions 
dépendantes du domaine PBM des RSK sont donc pauvres et nécessitent ainsi une étude 
plus approfondie. 
Bien que la technique de BioID nous permette aussi d’identifier des partenaires 
cellulaires dépendants du domaine PBM, nous avons mis au point une deuxième approche 
de capture par affinité. En utilisant cette technique couplée à une analyse protéomique, 
nous avons été capable de déterminer plusieurs partenaires potentiels se liant 
spécifiquement au domaine PBM de chaque RSK. Nous avons alors trouvé que l’isoforme 
RSK2 se lie à la protéine Scribble, venant ainsi confirmer des données préliminaires déjà 
établies dans le laboratoire du Dr. Philippe Roux avant mon arrivée. Finalement, le 
domaine de liaison de ERK1/2 sur RSK2 étant limitrophe avec le domaine PBM, nos 
travaux nous ont poussé à étudier l’impact de cette liaison sur l’interaction entre RSK2 et 
ERK1/2, peu d’études montrant aujourd’hui une régulation de la liaison de ERK1/2 sur les 
kinases RSK (Roux, Richards, and Blenis 2003).  
 Ainsi, en déterminant le rôle de la liaison de Scribble sur RSK2, nous avons montré 
que cette interaction réduit l’activation de RSK2 par les kinases ERK1/2. Ces travaux ont 
donc permis d’une part d’identifier les partenaires cellulaires spécifiques au domaine PBM 
de chaque RSK, mais aussi de déterminer un nouveau mécanisme régulateur de l’activité 




Loss of expression or mislocalization of the cell polarity regulator Scribble is a 
frequent event in cancer development. Although little is known about the exact 
involvement of Scribble in this process, recent studies suggest a role in the regulation of 
the Ras/MAPK signalling pathway. Herein, we provide a direct mechanism for Scribble 
regulation of Ras/MAPK activity. We used an affinity-based purification approach to 
identify specific binding partners of the four RSK (p90 ribosomal S6 kinase) isoforms 
depending on their PBM (PDZ-binding motif). This proteomic approach resulted in the 
identification of Scribble as RSK2 specific binding partner. After demonstrating that RSK2 
interacts with the PDZ domain 3 of Scribble, we found that this interaction inhibits RSK2 
association with ERK1/2. Finally, we established that Scribble interaction with RSK2 
reduces the activation of RSK2 kinase by ERK1/2. Together, these results indicate that 
Scribble association with RSK2 plays a key role in the control of Ras/MAPK signaling 




The Ras/MAPK pathway has a central role in transducing extracellular signals to 
cellular target proteins involved in several biological functions, such as cell growth and 
proliferation (Molina and Adjei 2006). This pathway is frequently deregulated, which leads 
to a variety of disorders and diseases, including many types of cancers (Kim and Choi 
2010). Upon activation of the small GTPase Ras, this pathway activates Raf isoforms, 
which are Ser/Thr kinases frequently mutated in human cancers, such as melanoma 
(Michaloglou et al. 2008). Activated Raf phosphorylates MEK1/2, which themselves 
phosphorylate and activate the MAPKs ERK1/2 (Cargnello and Roux 2011). In turn, 
ERK1/2 phosphorylate several substrates including members of the p90 ribosomal S6 
kinase (RSK) family of protein kinases (Romeo, Zhang, and Roux 2012). 
 The RSK family is comprised of four Ser/Thr kinases (RSK1–4) that belong 
to the AGC family of basophilic protein kinases and share 73–80% sequence identity 
(Houles and Roux 2018). These kinases also have a PDZ-binding motif (PBM) at their C-
terminus, which is specific to each isoform and can potentially interact with PDZ domain-
containing proteins. The RSK kinases have been shown to regulate a number of substrates 
involved in primary cellular functions, and accordingly, inhibition of their activity reduces 
the growth and proliferation of several cancer cell lines (Romeo et al. 2013; Houles et al. 
2018). Consistent with this, RSK1 and RSK2 were shown to be overexpressed in breast 
and prostate cancers (Cuesta and Holz 2016; Clark et al. 2005), and hyperactivated in 
melanoma (Galan et al. 2014). Nevertheless, although RSK1/2 play an important role in 
cancer progression, little is known about the regulation of their activity after Ras/MAPK 
pathway activation.  
Scribble protein is a component of the Scribble/Discs large-1 (Dlg)/Lethal-2-giant 
larvae (Lgl) polarity complex, localized at the basolateral side of the epithelial cell 
membrane (Su et al. 2012). In Drosophila melanogaster (Bilder and Perrimon 2000), and 
later extended to mammalian cells (Dow et al. 2007), experimental evidence implicates 
Scribble as a general regulator of directional cell motility and cell polarity, especially by 
the assembly of multiprotein complexes and the activation of small GTPase signaling at 
the leading edge of migrating cells (Nola et al. 2008; Osmani et al. 2006). Accordingly, 
loss-of-function Scribble mutants or depletion of Scribble has disrupted apical-basal 
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polarity and cooperated with oncogenic signals to enhance tumor cell migration, invasion, 
and survival (Wu, Pastor-Pareja, and Xu 2010; Feigin et al. 2014). Moreover, other studies 
have shown that Scribble can also affect cell signaling cascades. Human Scribble was 
shown to be able to inhibit the Ras/MAPK signalling pathway (Elsum, Martin, and 
Humbert 2013), with loss of Scribble enhancing Ras-induced cell invasion (Dow et al. 
2008). However, the molecular mechanisms responsible for these regulations remain to be 
determined.  
In this study, we used an affinity-based purification approach to identify specific 
binding partners of RSK isoforms depending on their PBM. This proteomic approach 
resulted in the identification of many potential cellular partners for the RSK kinases. 
Among them, we identified and characterized Scribble as RSK2 specific binding partners. 
After demonstrating RSK2 interacts with the PDZ domain 3 of Scribble, we found that this 
interaction inhibits RSK2 association with ERK1/2. Finally, we established that Scribble 
interaction with RSK2 reduces the activation of RSK2 kinase by ERK1/2. Therefore, these 
results will help understand the regulation of RSK kinase activity and provide a direct 
mechanism for Scribble regulation of Ras/MAPK.   
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Results 
Global assessment of proteins that associate with the PDZ-binding motif of RSK.  
 To characterize the RSK interactome in cells dependent of their PBM, we devised 
an affinity-based approach. Each RSK isoform possess a PBM that differs from a single 
amino acid at position -1 from the C-terminus (Fig. 1A). Although this amino acid is not a 
major residue involved in the interaction between a PDZ domain and a PBM compared to 
amino acids at position 0 and -2 (Fig. 1B), we hypothesized that this residue could define 
interactors specific to the PBM of each RSK isoform. To specifically identify RSK-PBM 
interactors, we fused to glutathione S-transferase (GST) tag the last 30 amino acid of each 
RSK C-terminal tail with (RSK-CT) or without the PBM (RSK-CTDPBM) (Fig. 1C). As a 
source of client proteins, we used grinded and homogenized mouse brain tissue known to 
express many PDZ domain-containing proteins (Kim and Sheng 2004), which was 
subjected to RSK affinity purification with both full-length C-terminal tail and DPBM 
constructs. The GST-tag alone was used as subtractive fractionation step in which 
nonspecific interactions were removed. Following washes in lysis buffer, associated 
proteins were eluted and resolved by SDS-PAGE (Fig. 1D). Then, the proteins were in-gel 
digested with trypsin, and peptides were analyzed by liquid chromatography-mass 
spectrometry (LC-MS).  
 Using affinity-based approach, we found 78 different proteins as potential RSK-CT 
cellular partners with a SAINT score > 0.85 and FDR < 0.05 as statistical cutoff (Fig. 2). 
While some proteins identified were common for several RSK isoforms, potential specific 
cellular partners were found for each of them. According to our results, ERK1/2 were 
identified with the four RSK-CT isoforms, confirming the accuracy of our approach to find 
cell partners specific to the C-terminal tail of RSK (Gavin and Nebreda 1999). Moreover, 
several proteins have been identified with both RSK-CT and RSK-CTDPBM, whereas 
some are only found with the RSK-CT form. This result suggests that some identified preys 
interact specifically with the PBM of RSK kinases. Among these potential interactors, we 
found several proteins with at least one PDZ domain (Fig. 2, green). Interestingly, we 
identified the protein Scribble as a specific interactor of RSK2 isoform, reinforcing our 





Scribble is a specific binding partner of RSK2 isoform.  
 To confirm that Scribble is a binding partner of RSK2 isoform, we performed an 
immunoprecipitation. HEK293 cells were co-transfected with Myc-tagged Scribble and the 
four HA-tagged RSK isoforms, and immunoprecipitated RSK were analyzed for Scribble 
binding (Fig. 3A). Using this method, we found that Scribble is a cellular binding partner 
specific to RSK2 isoform. We also confirmed that endogenous Scribble interacts with 
immunoprecipitated HA-tagged RSK2 (Fig. 3B). Because another study has shown that 
Scribble is a binding partner of ERK1/2 kinases (Nagasaka, Pim, et al. 2010; Nagasaka, 
Massimi, et al. 2010), we wanted to confirm this interaction. As before, HEK293 cells were 
co-transfected with Myc-tagged Scribble and HA-tagged ERK1 or RSK2 and 
immunoprecipitated HA-tagged proteins were analyzed for Scribble binding. While we 
confirmed that Scribble interacts with RSK2, we did not see evidence for a clear interaction 
between Scribble and ERK1 (Fig. 3C). Moreover, we confirmed that Scribble did not 
interact with Akt or S6K1 proteins (Fig. 3D), two main members of the AGC family of 
basophilic protein kinases known to share common substrates and functions with RSK 
(Pearce, Komander, and Alessi 2010). Finally, to evaluate whether the Ras/MAPK pathway 
activation is responsible for Scribble and RSK2 interaction, we treated cells with different 
agonists. We found that potent agonists of the Ras/MAPK pathway including PMA and 
EGF did not alter the interaction between RSK2 and Scribble (Fig. 3E). In addition to this, 
in serum starved cells we observed that Scribble still binds RSK2 kinase, suggesting a 
constitutive interaction between these two proteins (Fig. 3F). Taken together, these results 
confirm that Scribble is a specific and constitutive binding partner of RSK2.  
 To better characterize the interaction between Scribble and RSK2 isoform, we 
performed additional experiments. HEK293 cells were co-transfected with Myc-tagged 
Scribble and HA-tagged wt-RSK2 or RSK2-L740A mutant, a construct comprising a 
modification on the last amino acid of RSK2. Immunoprecipitated RSK2 was analyzed for 
Scribble binding and we found that Scribble does not interact with RSK2 when there is a 
mutation in the PBM (Fig. 4A). Moreover, in order to identify the specific region of 
Scribble involved in the interaction with RSK2, we performed an immunoprecipitation 
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with specific isoforms of Scribble. HEK293 cells were co-transfected with HA-tagged wt-
RSK2 or RSK2-L740A mutant and Myc-tagged Scribble full length (FL), Scribble without 
the N-terminal part before the PDZ1 (DNt) or Scribble without the C-terminal part after the 
PDZ4 (DCt) (Fig. 4B and C). We observed that all the different isoforms of Scribble 
interact with wt-RSK2 but not the L740A mutant, confirming that Scribble binds the PBM 
of RSK2 using a PDZ domain. Because these domains possess many similarities, we fused 
to a GST tag each PDZ domain of Scribble in order to perform a pulldown assay. As a 
source of client proteins, we used HEK293 cells transfected with HA-tagged wt-RSK2 or 
RSK2-L740A mutant. Following washes in lysis buffer, associated proteins were eluted 
and analyzed for RSK2 binding (Fig. 4D). Using this method, we identified that wt-RSK2 
interact with the PDZ3 of Scribble.  
 
Scribble inhibits RSK2 association with ERK1/2 and reduce RSK2 activation.   
 To activate the RSK kinases, ERK1/2 proteins bind to the KIM motif and 
phosphorylate the residue Thr573 (RSK1) in the activation loop of the C-terminal kinase 
domain (Sutherland, Campbell, and Cohen 1993). Since the KIM motif is close to the PBM 
(Fig. 1A), we hypothesized that the binding of Scribble to the PBM of RSK2 could affect 
the interaction between RSK2 and the ERK1/2 proteins. To examine this hypothesis, we 
transfected HEK293 cells with an increasing quantity of Myc-tagged Scribble and HA-
tagged wt-RSK2. Immunoprecipitated RSK were analyzed for ERK1/2 binding and we 
found that the presence of Scribble protein reduces the interaction between RSK2 and 
ERK1/2, in serum-free and complete medium conditions (Fig. 5A. and B). Moreover, in 
HEK293 cells co-transfected with Scribble and wt-RSK2 or RSK2-L740A mutant, we 
observed that for the RSK2-L740A mutant the presence of Scribble does not modify the 
interaction with ERK1/2. These results suggest that the inhibition of the binding between 
ERK1/2 and RSK2 is due to the binding of Scribble on RSK2. In addition to this, we 
determined whether Scribble protein reduces the activation of RSK2 by ERK1/2. In 
HEK293 cells co-transfected with wt-RSK2 and an increasing quantity of Scribble, we 
found that the presence of Scribble protein reduces the phosphorylation of RSK2 on Thr573 
residue (Fig. 5D), suggesting a decrease of RSK2 activation. Finally, this was further 
confirmed using a potent agonist of the Ras/MAPK pathway in HEK293 cells (Fig. 5E). A 
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time course stimulation using EGF lead to a strong phosphorylation of wt-RSK2 and 
RSK2-L740 at Thr573, whereas the phosphorylation was reduced for wt-RSK2 when co-
transfected with Scribble. Together, our results bring new insights into the mechanisms by 
which Scribble interaction with RSK2 isoform reduces the activation of RSK2 by ERK1/2 
and attenuates Ras/MAPK signaling in cells (Fig. 6).  
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Discussion 
In this study, we established the first interactome of the C-terminal extremities of 
the RSK kinases. Using an affinity-based purification approach, we identified several 
potential cellular partners including the cell polarity regulator Scribble (Fig. 1 and 2). We 
characterized Scribble protein as a specific binding partner of RSK2 isoform (Fig. 3) and 
we found that this interaction occurs between Scribble PDZ domain 3 and the PBM of 
RSK2 (Fig. 4). Moreover, we revealed that this interaction inhibits the binding of ERK1/2 
kinases on RSK2 (Fig.5). Finally, we established that Scribble interaction with RSK2 
reduces the activation of RSK2 kinase by ERK1/2 (Fig. 5 and 6).  
In the literature, only few interactions depending on the PBM of RSK kinases have 
been previously described. Indeed, one study highlighted the binding between the isoform 
RSK2 and Shank3, a scaffolding protein enriched at synapses (Thomas et al. 2005). 
Another study demonstrated the interaction between RSK1 and NHERF-1, an adaptor 
protein located at the cell membrane (Lim and Jou 2016). Thus, our study provides new 
insights into PBM-dependent interactions. Most of the identified RSK-PBM-related 
proteins have a PDZ domain (Fig. 2), suggesting a special relationship between RSK and 
the proteins containing these domains. Although RSK does not need a specific domain to 
bind its substrates (Romeo, Zhang, and Roux 2012), an interaction between RSK and a 
PDZ domain-containing protein through the PBM could facilitate its phosphorylation. 
Additionally, a majority of PDZ domain-containing proteins are scaffold proteins (Nourry, 
Grant, and Borg 2003), suggesting that by interacting with them, RSK kinases could be 
localized or sent to specific cell compartments. Thus, further studies on each interaction 
between RSK and a PDZ domain-containing protein will be required to establish their 
associated cellular functions.  
We confirmed in this study the evidence of a direct control by the protein Scribble 
on the Ras/MAPK pathway activation. Although a previous study showed a potential 
interaction between Scribble and ERK1/2 kinases to regulate this signaling pathway 
(Nagasaka, Pim, et al. 2010), we prove here that is done through the interaction with RSK2 
(Fig. 5 and 6). Several groups demonstrated that Scribble deletion disrupted apical-basal 
polarity, but also cooperated with oncogenic signals to enhance tumor cell migration, 
invasion, and survival (Zhan et al. 2008; Dow et al. 2008). Thus, a deletion of Scribble 
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protein in cells could lead to a decrease in the interaction with RSK2 kinase and therefore 
an increase in its activation by ERK1/2. Since RSK2 isoform is involved in many cellular 
processes required for the growth and proliferation of cancer cells (Houles and Roux 2018), 
a decrease in Scribble expression associated with increased RSK2 activity might lead to 
cancer development. 
In conclusion, we have identified a novel regulatory mechanism by which the 
protein Scribble can control the activation of the Ras/MAPK signalling pathway through a 
direct protein interaction with RSK2 kinase. This study also suggests that loss of Scribble 
expression, which is observed in many tumours, can directly affect cell proliferation and 
survival by increasing RSK2 activation. 
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Materials and Methods 
Antibodies. 
 Antibodies targeted against ERK1/2, phospho-ERK1/2 (T202/Y204), phospho-
RPS6 (S235/236), phospho-RSK (T573) and Scribble were purchased from Cell Signaling 
Technologies (Beverly, MA). RSK2 antibody was purchased from Santa Cruz 
Biotechnologies (Santa Cruz, CA). Anti-Myc and anti-HA monoclonal antibodies were 
purchased from Sigma-Aldrich (Oakville, Ontario, Canada). GFP antibody was purchased 
form Invitrogen (Carlsbad, CA). 
 
DNA constructs. 
The plasmids encoding full-length myc-tagged Scribble, full-length and DN/C-
terminal GFP-tagged Scribble and GST-tagged Scribble PDZ(1-4) were kindly provided 
by James P. Fawcett (Dalhousie University, Halifax, Canada). The vectors encoding HA-
tagged human RSK1, murine RSK2, human RSK3 and human RSK4 were described 
previously (Roux, Richards, and Blenis 2003). These DNA constructs were used as 
template for generating GST-RSK(1-4)-CT and GST-RSK(1-4)-DPBM in the pGEX-2T 
backbone. The RSK(1-4)-CT correspond to the last thirty amino acids of RSK proteins 
fused to a GST tag. The GST-RSK(1-4)-DPBM are the same constructs minus the last four 
amino acids of RSK(1-4) kinases. The RSK2 mutant (L740A) was generated using the 
QuikChange methodology (Stratagene, La Jolla, CA).  
 
Cell culture and transfection. 
 HEK293 cells were obtained from the American Type Culture Collection (ATCC). 
HEK293 cells were maintained at 37°C in Dulbecco’s modified Eagle medium (DMEM) 
with 4.5 g/L glucose supplemented with 5% (v/v) FBS, 100 IU/mL penicillin, and 100 
μg/mL streptomycin. Cells were regularly PCR tested to exclude mycoplasma 
contamination and used within 2 months after thawing. HEK293 cells were transfected by 
calcium phosphate 24h after being plated. Cells were grown for 24h after transfection and 
serum-starved overnight using serum-free DMEM where indicated. Starved cells were 
stimulated with phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA; 100 ng/mL; Fisher Scientific, ON, 
 113 
Canada), EGF (25 ng/mL: Invitrogen, CA, USA), FBS (10%; Invitrogen, CA, USA) or 
insulin (50-200nM; Peprotech, NJ, USA) before being harvested.  
 
Immunoprecipitations and immunoblotting. 
 Cells were washed three times with ice-cold phosphate-buffered saline (PBS) and 
lysed in BLB (10 mM K3PO4, 1 mM EDTA, 5 mM EGTA, 10 mM MgCl2, 50 mM β-
glycerophosphate, 0.5% Nonidet P-40, 0.1% Brij 35, 0.1% deoxycholic acid, 1 mM sodium 
orthovanadate [Na3VO4], 1 mM phenylmethylsulfonyl fluoride, and a complete protease 
inhibitor cocktail tablet [Roche]). For immunoprecipitations, cell lysates were incubated 
with the indicated antibodies for 2 h, followed by 1 h of incubation with protein A–
Sepharose CL-4B beads (GE Healthcare). Immunoprecipitates were washed three times in 
lysis buffer, and beads were eluted and boiled in 2X reducing sample buffer (5X buffer is 
60 mM Tris-HCl [pH 6.8], 25% glycerol, 2% SDS, 14.4 mM 2-mercaptoethanol, and 0.1% 
bromophenol blue). Eluates and total cell lysates were subjected to 10% SDS-PAGE gel, 
and resolved proteins were transferred onto polyvinylidene difluoride membranes for 
immunoblotting. 
 
Purification of GST fusion proteins and pulldown assays. 
 An overnight culture (25 mL) of Escherichia coli BL21 transformed with pGEX-
2T-RSK(1-4)-CT and DPBM were diluted to 500 ml and induced with 1 mM IPTG 
(isopropyl-β-d-thiogalactopyranoside) overnight at 25°C. Cells were pelleted and 
resuspended in 30 ml of bacterial lysis buffer (PBS 1X, 10 mM EDTA, 0.1% Triton-X,       
1 mM PMSF, 1× protease inhibitor cocktail). Extracts were placed in 50 mL conical tubes 
on ice and sonicated using a probe sonicator five times for 10 seconds each, with 30 
seconds delays between blasts. After sonication, the extracts were centrifuged at 13,000 
rpm for 10 min and aliquoted into 1 mL tubes to be stored at −80°C until further use. The 
same method was used with pGEX-2T-Scribble-PDZ(1-4) constructs. Extracts were then 
mixed with glutathione-Sepharose beads (GE/Amersham/Pharmacia, Piscataway, NJ) 
overnight at 4°C and purified proteins quantities were monitored with 10% SDS-PAGE gel 
and Coomassie treatment. Beads bounded with the different purified proteins were 
incubated with grinded and homogenized mouse brain tissue or with HEK293 cell lysates 
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transfected with RSK2 WT, L740A mutant or empty vector for 2 hours at 4°C. 
Immunoprecipitates were washed three times in lysis buffer, and beads were eluted and 
boiled in 2X reducing sample buffer (5X buffer is 60 mM Tris-HCl [pH 6.8], 25% glycerol, 
2% SDS, 14.4 mM 2-mercaptoethanol, and 0.1% bromophenol blue). 
 
Mass Spectrometry acquisition and data analysis.  
 Following SDS-PAGE separation with Coomassie staining, bands were excised and 
digested in gel with trypsin as previously described (Shevchenko et al. 1996). Samples 
were reconstituted in formic acid 0.2% and loaded and separated on a homemade reversed-
phase column (150 µm i.d. x 150 mm) with a 56-min gradient from 0–40% acetonitrile 
(0.2% FA) and a 600 nl/min flow rate on an Easy-nLC II (Thermo Fisher Scientific), 
connected to an Orbitrap Fusion Tribrid mass spectrometer (Thermo Fisher Scientific). 
Each full MS spectrum acquired with a 60,000 resolution was followed by 20 MS/MS 
spectra, where the 12 most abundant multiply charged ions were selected for MS/MS 
sequencing. Samples analyzed were converted to mzXML using ProteoWizard 3.0.4468 
(Kessner et al. 2008) and analyzed using the iProphet pipeline (Shteynberg et al. 2011) 
implemented within ProHits (Liu et al. 2010). The search engines were Mascot (2.3.02; 
Matrix Science) and Comet (2012.01 rev.3 (Eng, Jahan, and Hoopmann 2013)), with 
trypsin specificity and two missed cleavage sites allowed. Methionine oxidation and 
asparagine/glutamine deamidation were set as variable modifications. The fragment mass 
tolerance was 0.6 Da and the mass window for the precursor was ± 40 ppm. The resulting 
Comet and Mascot results were individually processed by PeptideProphet (Keller et al. 
2002) and combined into a final iProphet output using the Trans-Proteomic Pipeline (TPP; 
Linux version, v0.0 Development trunk rev 0, Build 201303061711). TPP options were as 
follows. General options were -p0.05 -x20 -PPM -d”DECOY”, iProphet options were 
pPRIME and PeptideProphet options were pP. All proteins with a minimal iProphet protein 
probability of 0.05 were parsed to the relational module of ProHits. Note that for analysis 
with SAINTexpress, only proteins with at least two peptides identify and with iProphet 
protein probability ≥ 0.95 are considered. This corresponds to an estimated protein level 
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(A) Schematic representation of the four RSK isoforms with known tyrosine and serine 
phosphorylation sites and domains, including the PDZ binding motif (PBM). NTKD: N-
terminal Kinase Domain, CTKD: C-terminal Kinase Domain, NLS: Nuclear Localisation 
Signal. KIM: Erk1/2 binding site. (B) Schematic representation of a PDZ domain-
containing protein interacting with a protein via a PDZ-PBM interaction. The table show 
the amino acid sequence of the three PBM motif class, where X can be any amino acid and 
F a hydrophobic residue. (C) Schematic representation depicting the pulldown assay and 
the subtractive fractionation strategy used to enrich RSK-PBM binding proteins. (D) 
Following the protocol shown in panel (C), GST and RSK-CT eluates were resolved by 
SDS-PAGE and gels were stained with Coomassie blue. The numbers correspond to the 
molecular weight marker. 
  
 120 













High-confidence bait-prey proximity interaction network discovered by GST pulldown. 
The network is restricted to prey with an average spectral count > 2 and a SAINT score > 
0.85. Legend inset applies to the network. 
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(A) HEK293 cells were co-transfected with HA-tagged RSK1-4, and an empty vector or 
Myc-tagged Scribble. Associated Myc-tagged Scribble within HA-RSK1-4 
immunoprecipitates (IP) was assayed by immunoblotting. Total forms of Scribble were 
assayed by immunoblotting on total cell lysates. (B) HEK293 cells were transfected with 
HA-tagged RSK1/2 and associated endogenous Scribble within HA-tagged IP was assayed 
by immunoblotting. (C) HEK293 cells were co-transfected with Myc-tagged Scribble, and 
HA-tagged RSK2 or HA-tagged ERK1. Associated Myc-tagged Scribble within HA-
tagged IP was assayed by immunoblotting. (D) HEK293 cells were co-transfected with 
Myc-tagged Scribble, and an empty vector, HA-tagged RSK2, HA-tagged Akt or HA-
tagged S6K1. Associated Myc-tagged Scribble within HA-tagged IP was assayed by 
immunoblotting. (E) HEK293 cells were co-transfected with Myc-tagged Scribble and wt 
HA-tagged RSK2, serum-starved overnight and stimulated with PMA (100 ng/mL), EGF 
(25 ng/mL) or insulin (50 nM). Associated Myc-tagged Scribble within HA-tagged IP was 
assayed by immunoblotting. (F) HEK293 cells were co-transfected as in (E) and serum-
starved overnight or complemented with 10%FBS. Myc-tagged Scribble and protein 
lysates were analyzed as in (A).  
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(A) HEK293 cells were co-transfected with Myc-tagged Scribble and HA-tagged wt RSK2 
or RSK2-L740A mutant. Associated Myc-tagged Scribble within HA-tagged IP was 
assayed by immunoblotting. Total forms of Scribble and RSK2 were assayed by 
immunoblotting on total cell lysates. (B) Schematic representation of the human Scribble 
protein. (C) HEK293 cells were co-transfected with GFP-tagged Scribble full length (FL), 
Scribble DNt or Scribble DCt, and HA-tagged wt RSK2 or RSK2-L740A mutant. 
Associated GFP-tagged Scribble within HA-tagged IP was assayed by immunoblotting. 
(D) HEK293 cells were transfected with empty vector, HA-tagged wt RSK2 or RSK2-
L740A mutant. Cell lysates were then used for GST pulldown assay with Scribble PDZ1-
4 as baits. Eluates were resolved by SDS-PAGE and gels were stained with Coomassie 
blue or subjected to immunoblotting using HA antibody.  
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(A, B) HEK293 cells were co-transfected with an increasing quantity of Myc-tagged 
Scribble and HA-tagged wt RSK2 in serum starved condition or complete cell culture 
medium. Associated Myc-tagged Scribble and endogenous ERK1/2 within HA-tagged IP 
were assayed by immunoblotting. Total forms of proteins were assayed by immunoblotting 
on total cell lysates. (C) HEK293 cells were co-transfected with Myc-tagged Scribble and 
HA-tagged wt RSK2 or RSK2-L740A mutant. Associated proteins within HA-tagged IP 
were assayed as in (A). (D) HEK293 cells were co-transfected with an increasing quantity 
of Myc-tagged Scribble and HA-tagged wt RSK2. Immunoprecipitated wt HA-RSK2 was 
then assayed for phosphorylation with phospho-specific antibody recognizing a threonine 
residue phosphorylated by ERK1/2 kinases. (E) HEK293 cells were co-transfected with 
HA-tagged wt RSK2 or RSK2-L740A mutant and Myc-tagged Scribble or an empty vector. 
Cells were serum starved overnight and stimulated with a time course of EGF (25 ng/mL). 
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Immunoprecipitated HA-RSK2 wt or mutant were then assayed for phosphorylation as in 
(D).  
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Proposed model whereby Scribble binding to RSK2 by its PBM inhibits ERK1/2-RSK2 
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Chapitre 4 : Discussion 
1. Caractérisation de l’interactome des kinases RSK : des nouvelles données 
En réalisant nos deux études à grand échelle, nous avons ainsi pu déterminer 
l’interactome des quatre isoformes de RSK dans la cellule. Notre première étude in vivo a 
permis d’identifier leurs partenaires cellulaires de proximité, tandis que la deuxième a 
apporté de nouvelles connaissances sur les liaisons spécifiques au domaine PBM. Ces 
travaux permettent donc d’accroitre considérablement les connaissances fondamentales sur 
les kinases RSK. Après avoir décrit le phosphoprotéome de ces kinases ainsi que le motif 
minimum nécessaire pour une phosphorylation par ces kinases sur un substrat (Galan et al. 
2014), nos études sur les partenaires cellulaires viennent ainsi compléter les données du 
laboratoire déjà publiées. Les kinases RSK étant impliquées dans plusieurs fonctions 
biologiques mais aussi dans le développement des cellules cancéreuses (Romeo, Zhang, 
and Roux 2012; Houles and Roux 2018), ces études combinées forment finalement une 
ressource importante pour étudier les mécanismes moléculaires sous-jacents des protéines 
RSK. 
Utilisation de deux techniques complémentaires 
 Dans notre première étude, nous avons utilisé la technique de BioID permettant de 
déterminer les protéines à proximité (10-20 nm) des kinases RSK dans la cellule (Roux et 
al. 2012; Lambert et al. 2015). La biotinylation des protéines de proximité étant très 
efficace, cette technique permet donc de révéler de nombreux partenaires potentiels de nos 
protéines étudiées mais aussi un fort taux de partenaires non spécifiques. Nous avons réduit 
et éliminé ces derniers en utilisant des logiciels informatiques appropriés pour analyser nos 
expériences de protéomique de la manière la plus rigoureuse possible sans affecter la 
véracité de nos résultats. Nos données brutes ont été téléchargées et stockées sur l’interface 
ProHits (Liu et al. 2010), puis transformées en données analysables en utilisant 
ProteoWizard (version 3.0.4468) (Kessner et al. 2008). Après quoi, l’analyse a été 
effectuée successivement par trois logiciels différents : Mascot (2.3.02; Matrix Science), 
Comet (2012.01 rev.3) (Eng, Jahan, and Hoopmann 2013) et PeptideProphet (Shteynberg 
et al. 2011). Enfin, nous avons utilisé les peptides reconnus de manière significative par 
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ces trois interfaces pour analyser l’abondance de chaque protéine identifiée dans nos 
expériences avec le logiciel SAINTexpress (Teo et al. 2014). Ainsi, on peut dire que la 
majorité des protéines identifiées après nos analyses sont de véritables partenaires même 
s’ils doivent être confirmé à l’aide d’expériences additionnelles. Dans le BioID des kinases 
RSK (Chapitre 2, Figure 2A), nous retrouvons plusieurs protéines déjà identifiées dans la 
littérature comme des partenaires cellulaires ou des substrats directs tels que ARHGEF12 
(Rho guanine nucleotide exchange factor 12) (Shi et al. 2018) ou EPHA2 (Ephrin type-A 
receptor 2) (Zhou et al. 2015), confirmant que notre technique identifie de réels 
interacteurs. Nous pouvons faire le même constat avec le BioID de p120ctn (Chapitre 2, 
Figure 7), où l’on retrouve plusieurs partenaires cellulaires de p120ctn déjà connus comme 
N-cadherin, a-catenin , b-catenin et PLEKHA7 (Pieters, van Roy, and van Hengel 2012). 
Par ailleurs, nous retrouvons des éléments communs entre notre précédente étude de 
phosphoprotéomique et le BioID des kinases RSK (Chapitre 2, Figure 2D). De même, six 
protéines sont identifiées à la fois avec la technique de BioID et l’approche de capture par 
affinité de notre deuxième étude : ERK1, ERK2, ARHGEF12, GOPC (Golgi-associated 
PDZ and coiled-coil motif-containing protein), SCRIBBLE et GRSF1 (G-rich sequence 
factor 1). Ainsi, nous pouvons conclure que nos approches sont complémentaires pour 
l’identification de nouveaux partenaires cellulaires des kinases RSK, puisqu’on identifie à 
la fois des nouvelles cibles potentielles avec chaque étude tout en confirmant certaines 
protéines trouvées en recoupant les données de nos différents projets. Finalement, la 
technique de BioID est une bonne alternative à la technique traditionnelle de capture par 
affinité car cette dernière n’est pas optimale pour l’étude des protéines insolubles, dont 
l’isoforme RSK3.  
Une affinité particulière avec les protéines à domaine PDZ ? 
 Notre deuxième projet a porté sur l’étude des partenaires cellulaires des kinases 
RSK dépendants du PBM. Cette étude est la première à établir ce type d’interactome pour 
chacune des isoformes. Dans la littérature, plusieurs protéines interagissant avec les RSK 
par le biais de leur PBM ont été identifiées. Parmi elles, on retrouve SHANK2 (SH3 and 
multiple ankyrin repeat domains 3) (Thomas et al. 2005), NHERF-1 (Lim and Jou 2016) 
et MAGI-1 (Gogl et al. 2018), trois protéines aussi trouvées comme des potentiels 
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partenaires cellulaires avec notre approche de capture par affinité. Ceci prouve que notre 
méthode peut donc déterminer de véritables interacteurs. Dans notre étude, nous avons 
identifié et confirmé que la protéine Scribble est un partenaire spécifique de l’isoforme 
RSK2 (Chapitre 3, Figure 3). Par ailleurs, nous avons montré que Scribble interagit avec 
le PBM de RSK2 par son domaine PDZ3 (Chapitre 3, Figure 4). Ces résultats sont 
intéressants car ils amènent deux idées. Premièrement, les kinases RSK semblent avoir des 
partenaires spécifiques à chaque isoforme. Deuxièmement, on sait que le PBM des RSK 
ne diffère que d’un acide aminé, celui-ci n’étant pas primordial pour l’interaction avec un 
domaine PDZ (Chapitre 3, Figure 1A et B). Cependant, on constate ici que cet acide aminé 
semble entraîner des préférences dans les associations avec des domaines PDZ. Par 
exemple, on pourrait se demander si on échange le résidu en -1 (arginine) du PBM de RSK3 
par une alanine pour avoir un PBM identique à RSK2, est-ce que la protéine Scribble 
interagirait aussi avec RSK3 après cette modification ? 
 Dix-sept protéines identifiées se liant aux kinases RSK par le PBM sont des 
protéines contenant au moins un domaine PDZ. Ces données montrent donc que les RSK 
ont une affinité et un potentiel d’interaction élevé avec ce type de protéines. Des liaisons 
de ce type pourraient aboutir à plusieurs observations. Tout d’abord, beaucoup de protéines 
à domaines PDZ ont un rôle d’échafaudage et se lient à de nombreuses autres protéines 
dans la cellule, à la fois pour les situer à des compartiments spécifiques de la cellule mais 
aussi pour faciliter leurs fonctions dans différents processus biologiques (Chapitre 1, Partie 
3.1). Par exemple, la protéine GOPC, retrouvée dans notre étude se lie à plusieurs protéines 
au niveau de l’appareil de golgi et permet leur transit à la membrane plasmique (Koliwer 
et al. 2015). On peut donc penser que les kinases RSK, en se liant aux protéines à domaine 
PDZ, soient localisées à des compartiments spécifiques de la cellule pour promouvoir leurs 
différentes fonctions et phosphoryler des substrats. Une autre possibilité serait que les 
kinases RSK utilisent leur PBM pour se lier à des protéines et les phosphoryler directement. 
Cette idée est appuyée par les données du groupe ayant étudié l’interaction entre RSK et 
NHERF-1 (Lim and Jou 2016). En interagissant avec cette dernière, RSK1 semble 
phosphoryler NHERF-1 d’après ces chercheurs. Des études préliminaires de notre 
laboratoire vont dans ce sens. Une expérience suggère que RSK2 phosphoryle la protéine 
Scribble (Figure 1). Ainsi, des études plus approfondies sur chaque interaction entre les 
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kinases RSK et des protéines contenant un domaine PDZ seront nécessaires pour établir 
leurs véritables fonctions cellulaires associées. 
 
Des cellules HEK293 ont été transfectées avec 
RSK2 et Scribble, puis privées de sérum pendant 
une nuit et ensuite traitées avec une stimulation 
au PMA (100 ng/ml) durant 30 minutes. Scribble 
immunoprécipité (IP) a été testé pour la 
phosphorylation avec un anticorps phosphomotif 
qui reconnaît le motif consensus RXXpS/T. 
 
Un rôle spécifique aux jonctions intercellulaires ? 
Nos résultats de BioID pour les kinases RSK sont à la fois étonnants mais aussi très 
intéressants. En effet, on peut voir que la plupart des partenaires potentiels identifiés sont 
des protéines localisées au niveau de la membrane plasmique ou dans un compartiment 
cellulaire associé comme les jonctions intercellulaires (Chapitre 2, Figure 2B et C). Certes, 
bien que la plupart de ces protéines aient été trouvées avec l’expérience de BioID de 
l’isoforme RSK3 car celle-ci est enrichie à la membrane cellulaire quand elle est 
surexprimée dans une cellule (Chapitre 2, Figure 1A et S1), certaines protéines 
membranaires identifiées le sont aussi avec d’autres isoformes, comme la protéine Scribble 
avec RSK2. Ce dernier résultat est d’ailleurs confirmé par la suite dans notre étude du 
chapitre 3. Ainsi, la localisation spécifique des partenaires cellulaires potentiels des kinases 
RSK laisse penser que ces dernières ont un rôle prépondérant dans ce compartiment 
cellulaire. Cependant, jusqu’à maintenant, peu de substrats ou partenaires des kinases RSK 
sont associés à cette partie de la cellule (Romeo, Zhang, and Roux 2012), suggérant 
l’identification de nouvelles découvertes sur les kinases RSK.  
En parallèle des partenaires cellulaires identifiés avec le BioID au niveau de la 
membrane plasmique, nous montrons que RSK a un rôle précis au niveau des jonctions 
Figure 1 : RSK2 stimule la phosphorylation de 
la protéine Scribble 
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intercellulaires. En effet, en utilisant un essai spécifique pour tester et mesurer la force des 
jonctions entre les cellules, nous avons pu constater qu’une fois l’activité des kinases RSK 
inhibée, les jonctions intercellulaires sont plus fortes et les cellules ont donc tendance à 
être plus compactes entre elles (Chapitre 2, Figure 6A-C). En démontrant cet effet sur 
l’intégrité des jonctions intercellulaires dans des lignées de mélanomes, nous confirmons 
des observations déjà établies par deux groupes différents (Doehn et al. 2009; Caslavsky, 
Klimova, and Vomastek 2013). Ces résultats, en accord avec des études connexes 
démontrant le rôle de RSK dans la motilité des cellules (Sulzmaier and Ramos 2013), 
suggèrent donc que l’activité des kinases RSK serait importante pour tout d’abord diminuer 
l’intégrité des jonctions cellulaires, puis dans un deuxième temps favoriser leur migration. 
Les kinases RSK (notamment les deux isoformes RSK1 et RSK2) sont activées et même 
surexprimées dans de nombreux cancers (Chapitre 1, Partie 1.5.8), on peut donc penser 
qu’en régulant ces deux processus biologiques ces protéines favorisent la dissémination et 
l’invasion des cellules cancéreuses. Ces observations sur les kinases RSK corroborent aussi 
avec le rôle connu de plusieurs membres de la voie de signalisation Ras/MAPK dans 
l’adhésion cellulaire, la migration et l’invasion des cellules cancéreuses (Campbell and Der 
2004; Tanimura and Takeda 2017). Ainsi, les kinases RSK sont de véritables effecteurs de 
la voie de signalisation Ras/MAPK pour réguler des fonctions biologiques nécessaires au 
développement des cellules, dont l’adhésion intercellulaire.  
Finalement, depuis quelques années, notre laboratoire a aussi démontré le rôle des 
isoformes RSK1 et RSK2 dans la prolifération et la survie des cellules cancéreuses (Romeo 
et al. 2013; Houles et al. 2018). Ces données, associées à nos travaux sur les jonctions 
intercellulaires dans les lignées de mélanomes, fournissent les éléments nécessaires pour 
établir les kinases RSK1/2 comme des cibles importantes à inhiber pour limiter la 
croissance des cellules cancéreuses. Cependant, des expériences in vitro d’invasion 
cellulaire permettrait d’enrichir les connaissances sur le comportement des cellules en 
présence ou non des kinases RSK1/2 actives. De même en utilisant le modèle murin, par 
exemple des souris « nude », des essais de métastases in vivo pourraient être menés en 
injectant dans ces animaux des cellules cancéreuses exprimant ou non les kinases RSK1/2 
actives. Ces données seraient intéressantes pour étudier et documenter le rôle de ces kinases 
dans l’invasion et la dissémination des cellules cancéreuses.   
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2. La protéine p120ctn, un nouveau substrat des kinases RSK 
Dans notre premier projet, nous avons identifié la protéine p120ctn comme un nouveau 
substrat des kinases RSK (Chapitre 2, Figure 3). Par ailleurs, nous montrons que ces 
kinases semblent responsables de la phosphorylation en sérine 320, d’autres membres de 
la famille des kinases AGC comme Akt ou S6K ne phosphorylant pas p120ctn sur ce résidu 
(Chapitre 2, Figure 4). De plus, nous confirmons que les kinases RSK phosphorylent 
p120ctn dans des lignées de mélanomes (Chapitre 2, Figure 5A-C), suggérant que cette 
phosphorylation est présente dans plusieurs types cellulaires notamment dans les cellules 
cancéreuses. Finalement, nous montrons aussi l’importance de la protéine p120ctn dans le 
maintien des jonctions intercellulaires dans les lignées de mélanomes (Chapitre 2, Figure 
5E-G), confirmant donc les éléments déjà connus sur cette fonction de p120ctn (Chapitre 
1, Partie 2.4.1.2.1).  
En utilisant les expériences appropriées, nous montrons aussi que l’état de la 
phosphorylation en Ser320 n’affecte pas le rôle de p120ctn dans le maintien des jonctions 
intercellulaires (Chapitre 2, Figure 6D-F), malgré l’implication de l’activité des kinases 
RSK dans la fragilisation de ces jonctions (Chapitre 2, Figure 6A-C). Plusieurs hypothèses 
sont possibles à la vue de ce résultat. Tout d’abord, même si les kinases RSK ont un rôle 
au niveau des jonctions intercellulaires, il se peut très bien que ceci ne se fasse tout 
simplement pas par le biais de la phosphorylation de p120ctn. D’autre part, on sait que 
p120ctn est une protéine abondamment phosphorylée (Chapitre 1, Partie 2.4.1.3). Ainsi, 
on peut penser que la phosphorylation seule de p120ctn en Ser320 n’est pas suffisante pour 
modifier la fonction de p120ctn dans le maintien des jonctions intercellulaires. Ceci ne 
serait pas surprenant car une étude a montré un impact de p120ctn sur l’intégrité des 
jonctions entre cellules en mutant plusieurs résidus phosphorylés à la fois (Maiden, 
Petrova, and Gumbiner 2016). Finalement, une troisième hypothèse serait que d’autres 
partenaires cellulaires des kinases RSK jouent un rôle. En effet, en inhibant l’activité des 
kinases RSK, nous voyons que les jonctions intercellulaires sont affectées (Chapitre 2, 
Figure 6A-C), mais nous ne sommes pas capables d’observer ce phénotype en mutant la 
sérine 320 phosphorylée de p120ctn (Chapitre 2, Figure 6D-F). Comme nous montrons que 
les kinases RSK ont de nombreux interacteurs et potentiels substrats à la membrane 
cellulaire mais aussi aux jonctions intercellulaires (Chapitre 2, Figure 2A et B), ces derniers 
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peuvent donc être aussi impliqués dans le maintien de l’adhésion entre les cellules en même 
temps que p120ctn. Ils compenseraient donc l’impact de la mutation en sérine 320 de 
p120ctn et rétabliraient ainsi l’intégrité de l’adhésion entre les cellules. Des études 
additionnelles sont donc nécessaires pour identifier les mécanismes moléculaires sous-
jacents des kinases RSK dans la régulation des jonctions intercellulaires.  
Une phosphorylation comme marqueur des cellules cancéreuses ? 
Nous montrons aussi que la phosphorylation de la sérine 320 de la protéine p120ctn 
est augmentée dans les mélanomes de patients (Chapitre 2, Figure 5D). Ce résultat suggère 
que cette phosphorylation pourrait être utilisée comme un potentiel marqueur biologique 
du développement du mélanome. Ceci corrobore avec plusieurs études montrant que le 
statut de phosphorylation de la protéine p120ctn est une valeur prédictive du 
développement des cellules cancéreuses (Ma et al. 2012; Kourtidis et al. 2015). De plus, 
une autre étude du laboratoire montre que la phosphorylation de la protéine PFKFB2 par 
les kinases RSK est aussi significativement augmentée dans les mélanomes de patients 
(Houles et al. 2018). Ensemble, ces résultats suggèrent donc que plusieurs substrats 
phosphorylés par ces kinases peuvent être utilisés comme des marqueurs biologiques des 
mélanomes.  
Une fonction exacte qui reste à déterminer 
 L’étude pour déterminer le rôle de la phosphorylation de p120ctn nous a amené à 
utiliser la technique de BioID et caractériser les partenaires cellulaires de la protéine 
p120ctn dépendamment de son statut de phosphorylation à la sérine 320 (Chapitre 2, Figure 
7). Ainsi, bien que 25% des interacteurs potentiels identifiés ne sont pas affecté par la 
phosphorylation en sérine 320 et sont retrouvés dans nos trois conditions, certains semblent 
spécifiques (Chapitre 2, Figure 7B-D). Trois membres d'un complexe ubiquitine ligase 
(U.L.C) ont été trouvés comme partenaires cellulaires de proximité exclusifs du mutant 
p120ctn-S320D, suggérant que la phosphorylation de la sérine 320 pourrait lier p120ctn à 
ce complexe. De plus, plusieurs protéines localisées dans les p-bodies ont été identifiées 
principalement comme des interacteurs potentiels de p120ctn-S320D, indiquant que ce 
mutant est potentiellement enrichi dans ce compartiment cellulaire. Nous avons confirmé 
cet enrichissement de la protéine p120ctn phosphorylée par immunofluorescence dans des 
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lignées cellulaires de mélanomes, où les kinases RSK sont abondamment activées 
(Chapitre 2, Figure S2). Enfin, plus d’une vingtaine de protéines impliquées dans la 
régulation des microtubules se sont avérées être des partenaires cellulaires potentiels de la 
forme p120ctn-S320A. Ce nombre est réduit pour p120ctn-S320D et seules quelques 
protéines en faible abondance ont été trouvées pour ce mutant, ce qui suggère que p120ctn 
non phosphorylée pourrait jouer un rôle dans la régulation des microtubules. Ainsi, la 
phosphorylation de la sérine 320 par les kinases RSK conduit à réorganiser les partenaires 
cellulaires de proximité de p120ctn et pourrait jouer un rôle dans de nombreuses fonctions 
de p120ctn encore inconnues.  
 Finalement, ce résultat nous amène à penser que la phosphorylation par RSK de 
certains substrats peut entraîner un changement dans les interactions protéiques de ce 
substrat. L’utilisation du BioID peut donc être une bonne initiative pour la caractérisation 
du rôle de ces phosphorylations dans de futures études sur les substrats des kinases RSK.  
3. Scribble, un régulateur de la voie de signalisation Ras/MAPK  
Au cours de notre deuxième projet, nous constatons qu’il y a une compétition entre 
Scribble et le module ERK1/2 pour s’accrocher à l’extrémité C-terminale de RSK2 
(Chapitre 3, Figure 5A-C). Ainsi, en présence de Scribble, l’isoforme RSK2 interagit moins 
avec ERK1/2 et est donc moins activée (Chapitre 3, Figure 5D et E). Nous avons donc 
identifié un nouveau mécanisme de régulation grâce auquel la protéine Scribble peut 
contrôler l’activation de la voie de signalisation Ras/MAPK par le biais d’une interaction 
protéique directe avec la kinase RSK2. Bien qu’ils contredisent un groupe de recherche qui 
avait identifié une interaction entre Scribble et les kinases ERK1/2 (Nagasaka, Pim, et al. 
2010; Nagasaka, Massimi, et al. 2010), nos résultats s’inscrivent dans la continuité de 
plusieurs études décrivant l’impact de Scribble sur l’activité de la voie de signalisation 
Ras/MAPK (Chapitre 1, Partie 3.1.2.3), 
Pour mieux caractériser le rôle de Scribble sur l’activation de RSK2, des données 
supplémentaires seront cependant nécessaires dans le futur pour finaliser ce projet. En 
effet, nous avons montré l’impact de l’expression de Scribble sur l’interaction de RSK2 et 
ERK1/2 ainsi que sur l’activation de RSK2. Il serait intéressant d’observer l’activation de 
RSK2 en absence de Scribble dans les cellules. Est-ce qu’on obtiendrait l’effet opposé ?  
En répondant à cette question, des résultats additionnels pourraient voir le jour. En effet, 
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plusieurs études montrent que la protéine Scribble est moins exprimée ou mal localisée 
dans différents types de cellules cancéreuses (Gardiol et al. 2006; Feigin et al. 2014). Ainsi, 
en absence de Scribble dans les cellules cancéreuses, ou en présence de la protéine Scribble 
mal localisée et donc potentiellement non fonctionnelle, l’isoforme RSK2 serait donc 
grandement activée et plus à même d’effectuer ses fonctions déjà évoquées dans le 
développement des cellules cancéreuses. Ces résultats pourraient complémenter des 
observations déjà émises par d’autres groupes montrant qu’une délétion de Scribble 
additionnée à une sur-activation de la voie de signalisation Ras/MAPK entraînent la 
prolifération et la survie des cellules cancéreuses (Dow et al. 2008; Wu, Pastor-Pareja, and 
Xu 2010). 
 De plus, les résultats sur l’impact de l’interaction entre RSK2 et Scribble suggèrent 
une autre hypothèse. En effet, nous avons plus tôt évoqué l’affinité des kinases RSK pour 
les protéines avec des domaines PDZ. Ainsi, on peut se demander si des interactions avec 
d’autres protéines de ce type mèneraient aussi à une compétition pour se lier à l’extrémité 
C-terminale des kinases RSK et donc réduire leur activation par les protéines ERK1/2. Des 
mutations ou une sous-expression de protéines à domaines PDZ se liant aux kinases RSK 
dans les cellules cancéreuses entraîneraient ainsi une activation aberrante de ces dernières.   
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Chapitre 5 : Conclusion  
La voie de signalisation Ras/MAPK régule de nombreuses fonctions biologiques tout 
en étant responsable de plusieurs maladies et syndromes génétiques, dont le développement 
des cellules cancéreuses. Ainsi, une meilleure compréhension du rôle respectif des 
effecteurs de cette voie a une importance majeure dans la recherche sur le cancer ainsi que 
dans le développement de nouvelles stratégies thérapeutiques. Parmi ces effecteurs, nous 
retrouvons les protéines kinases de la famille RSK qui, malgré leurs implications décrites 
dans la croissance des cellules cancéreuses, restent peu caractérisées.  
 Nos travaux se sont donc concentrés sur l’étude des kinases RSK et grâce à 
l’utilisation de différentes approches de spectrométrie de masse nous avons identifié de 
nouveaux partenaires cellulaires des protéines RSK mais aussi leurs fonctions biologiques 
associées. Tout d’abord, nous avons déterminé pour la première fois l’interactome in vivo 
de chacune des isoformes de RSK, permettant d’apporter des connaissances sur leurs rôles 
respectifs. De plus, nous avons montré dans la même étude que la voie de signalisation 
Ras/MAPK par le biais des kinases RSK phosphoryle la protéine p120ctn dans les 
mélanomes. Après avoir identifié l’implication des kinases RSK dans l’adhésion 
intercellulaire, nous démontrons aussi que la phosphorylation de p120ctn par ces kinases 
induit une réorganisation de ses partenaires cellulaires suggérant un changement de ses 
fonctions biologiques. Par ailleurs, nous identifions dans notre seconde étude la protéine 
Scribble comme un partenaire spécifique de l’isoforme RSK2. Cette interaction limite la 
liaison entre RSK2 et les kinases ERK1/2 entraînant ainsi une baisse de l’activation de 
l’isoforme RSK2. Nous décrivons ainsi un nouveau mécanisme direct régulant l’activité 
de la voie de signalisation Ras/MAPK.  
L’ensemble de nos travaux effectués dans cette thèse démontre donc l’importance 
de l’étude de la voie de signalisation Ras/MAPK et de ses effecteurs tels que les kinases 
de la famille RSK. Nos études viennent ainsi s’inscrire dans une meilleure compréhension 
des mécanismes moléculaires régulés par les kinases RSK, notamment pour identifier leur 
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Dataset S1. BioID dataset from stable HEK293 Flp-In T-Rex cell lines expressing BirA*-RSK(1-4) 
        












RSK1 GOPC 35|94|51 180 60 0|0|0|0|0|0|0|0|0 1 0 
RSK1 COPG1 18|18|18 54 18 4|3|3|3|4|3|3|2|2 1 0 
RSK1 LTN1 18|12|11 41 13,67 2|0|2|3|0|0|0|0|0 1 0 
RSK1 AP2A2 7|4|8 19 6,33 0|0|0|0|0|0|0|0|0 1 0 
RSK1 AP2M1 11|3|5 19 6,33 0|0|0|0|0|0|0|0|0 1 0 
RSK1 TAP1 9|9|0 18 6 0|0|0|0|0|0|0|0|0 1 0 
RSK1 ARAF 4|4|6 14 4,67 0|0|0|0|0|0|0|0|0 1 0 
RSK1 SNTB2 8|6|0 14 4,67 0|0|0|0|0|0|0|0|0 1 0 
RSK1 DDX50 5|5|3 13 4,33 0|0|0|0|0|0|0|0|0 1 0 
RSK1 AKT1 4|4|0 8 2,67 0|0|0|0|0|0|0|0|0 1 0 
RSK1 DTNA 0|4|4 8 2,67 0|0|0|0|0|0|0|0|0 1 0 
RSK1 FLOT2 3|4|3 10 3,33 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,99 0 
RSK1 DOCK4 0|3|4 7 2,33 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,99 0 
RSK1 GCLM 3|3|3 9 3 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,98 0 
RSK1 TELO2 3|3|2 8 2,67 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,98 0 
RSK1 TMEM97 3|3|2 8 2,67 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,98 0 
RSK1 NCAPG2 3|3|0 6 2 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,98 0 
RSK1 RAD21 3|3|0 6 2 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,98 0 
RSK1 CDC45 5|0|2 7 2,33 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,93 0,01 
RSK1 VPS52 5|2|0 7 2,33 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,93 0,01 
RSK1 INF2 2|0|4 6 2 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,93 0,01 
RSK1 MAP2K7 2|4|0 6 2 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,93 0,01 
RSK1 MTPAP 2|4|0 6 2 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,93 0,01 
RSK1 NCLN 4|0|2 6 2 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,93 0,01 
RSK1 TUBB3 4|2|0 6 2 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,93 0,01 
RSK1 AGPAT1 2|2|3 7 2,33 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,92 0,02 
RSK1 DHX40 2|2|3 7 2,33 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,92 0,02 
RSK1 ALG5 2|0|3 5 1,67 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,92 0,02 
RSK1 FRS2 3|2|0 5 1,67 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,92 0,02 
RSK1 LMF2 3|2|0 5 1,67 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,92 0,02 
RSK1 MORC3 2|0|3 5 1,67 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,92 0,02 
RSK1 PPM1F 7|6|7 20 6,67 2|0|0|0|0|0|0|0|0 0,91 0,03 
RSK1 DNAJC11 7|2|7 16 5,33 2|0|0|0|0|0|0|0|0 0,91 0,03 
RSK1 SLC16A1 16|12|5 33 11 6|3|0|2|0|2|0|0|0 0,9 0,03 
RSK1 AP3M1 8|2|6 16 5,33 2|0|0|0|0|0|0|0|0 0,89 0,03 
RSK1 ICMT 2|2|0 4 1,33 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,86 0,03 
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RSK1 KAT7 0|2|2 4 1,33 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,86 0,03 
RSK1 LAGE3 2|0|2 4 1,33 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,86 0,03 
RSK1 ORC5 2|0|2 4 1,33 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,86 0,03 
RSK1 AP4B1 0|97|80 177 59 0|0|49|0|0|0|0|0|0 0,85 0,04 
RSK2 GRSF1 16|11|14 41 13,67 0|0|0|0|0|0|0|0|0 1 0 
RSK2 AP2A2 7|3|5 15 5 0|0|0|0|0|0|0|0|0 1 0 
RSK2 MAPK1 6|6|0 12 4 0|0|0|0|0|0|0|0|0 1 0 
RSK2 GTSE1 0|4|5 9 3 0|0|0|0|0|0|0|0|0 1 0 
RSK2 LTN1 13|11|8 32 10,67 2|0|2|3|0|0|0|0|0 0,99 0 
RSK2 DOCK4 3|2|5 10 3,33 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,99 0 
RSK2 NME2 0|3|7 10 3,33 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,99 0 
RSK2 CDC37 13|16|16 45 15 0|0|0|0|0|0|4|0|0 0,96 0 
RSK2 SCRIB 60|28|35 123 41 14|0|2|3|0|3|0|0|0 0,95 0,01 
RSK2 AP2M1 7|2|2 11 3,67 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,93 0,01 
RSK2 CSNK2A2 5|0|2 7 2,33 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,93 0,01 
RSK2 ARHGEF12 2|0|4 6 2 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,93 0,01 
RSK2 FRS2 4|0|2 6 2 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,93 0,01 
RSK2 KDELR2 2|4|0 6 2 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,93 0,01 
RSK2 RPL37 0|2|4 6 2 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,93 0,01 
RSK2 UTP18 0|2|4 6 2 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,93 0,01 
RSK2 AGPAT1 3|0|2 5 1,67 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,92 0,02 
RSK2 GTPBP1 3|0|2 5 1,67 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,92 0,02 
RSK2 LMF2 2|0|3 5 1,67 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,92 0,02 
RSK2 CTBP1 2|2|0 4 1,33 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,86 0,03 
RSK2 GGA2 0|2|2 4 1,33 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,86 0,03 
RSK2 SFXN2 0|2|2 4 1,33 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,86 0,03 
RSK2 UBE2D3 2|2|0 4 1,33 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,86 0,03 
RSK3 IRS4 148|194|251 593 197,67 42|26|12|24|34|25|13|20|21 1 0 
RSK3 GRSF1 201|164|193 558 186 0|0|0|0|0|0|0|0|0 1 0 
RSK3 MAPK1 49|49|51 149 49,67 0|0|0|0|0|0|0|0|0 1 0 
RSK3 KIF1A 53|37|32 122 40,67 0|0|0|0|0|0|0|0|0 1 0 
RSK3 NAP1L1 40|40|33 113 37,67 10|10|6|10|5|10|8|0|0 1 0 
RSK3 VANGL1 33|36|36 105 35 0|0|0|0|0|0|0|0|0 1 0 
RSK3 SLC4A7 29|29|39 97 32,33 0|0|0|0|0|0|0|0|0 1 0 
RSK3 IPO7 37|34|23 94 31,33 6|3|5|2|2|2|4|0|0 1 0 
RSK3 MAPK3 30|27|33 90 30 0|0|0|0|0|0|0|0|0 1 0 
RSK3 SLC3A2 28|32|24 84 28 0|0|0|0|0|0|0|0|0 1 0 
RSK3 DSG2 31|18|28 77 25,67 6|0|2|3|0|2|0|0|0 1 0 
RSK3 EPHA2 26|21|26 73 24,33 0|0|0|0|0|0|0|0|0 1 0 
RSK3 SLC1A5 13|23|25 61 20,33 3|0|0|0|0|0|3|0|0 1 0 
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RSK3 SLC12A2 17|22|21 60 20 0|0|0|0|0|0|0|0|0 1 0 
RSK3 YKT6 15|19|24 58 19,33 0|2|0|0|0|0|0|0|0 1 0 
RSK3 BBS1 41|15|0 56 18,67 0|0|0|0|0|0|0|0|0 1 0 
RSK3 NAP1L4 18|20|18 56 18,67 0|3|0|0|2|4|0|0|0 1 0 
RSK3 CTNND1 21|17|12 50 16,67 2|0|0|0|0|0|0|0|0 1 0 
RSK3 VANGL2 12|13|15 40 13,33 0|0|0|0|0|0|0|0|0 1 0 
RSK3 SNAP23 10|18|11 39 13 0|0|0|0|0|0|0|0|0 1 0 
RSK3 IPO9 9|18|8 35 11,67 2|2|0|0|0|0|0|0|0 1 0 
RSK3 GOPC 12|13|7 32 10,67 0|0|0|0|0|0|0|0|0 1 0 
RSK3 FAM21C 11|8|11 30 10 0|0|0|0|0|0|0|0|0 1 0 
RSK3 AHCYL1 6|8|14 28 9,33 0|0|0|0|0|0|0|0|0 1 0 
RSK3 CXADR 13|7|7 27 9 0|0|0|0|0|0|0|0|0 1 0 
RSK3 ITGB1 9|10|8 27 9 0|0|0|0|0|0|0|0|0 1 0 
RSK3 SBF1 13|3|10 26 8,67 0|0|0|0|0|0|0|0|0 1 0 
RSK3 PPP2R5D 13|4|7 24 8 0|0|0|0|0|0|0|0|0 1 0 
RSK3 NME2 10|6|7 23 7,67 0|0|0|0|0|0|0|0|0 1 0 
RSK3 CPD 11|7|4 22 7,33 0|0|0|0|0|0|0|0|0 1 0 
RSK3 PKP4 3|7|12 22 7,33 0|0|0|0|0|0|0|0|0 1 0 
RSK3 SLC6A8 10|7|5 22 7,33 0|0|0|0|0|0|0|0|0 1 0 
RSK3 WDR6 12|5|5 22 7,33 0|0|0|0|0|0|0|0|0 1 0 
RSK3 YES1 9|5|8 22 7,33 0|0|0|0|0|0|0|0|0 1 0 
RSK3 NOTCH2 8|3|10 21 7 0|0|0|0|0|0|0|0|0 1 0 
RSK3 FLOT2 6|7|7 20 6,67 0|0|0|0|0|0|0|0|0 1 0 
RSK3 STEAP3 7|9|4 20 6,67 0|0|0|0|0|0|0|0|0 1 0 
RSK3 DOCK4 9|4|6 19 6,33 0|0|0|0|0|0|0|0|0 1 0 
RSK3 IPO8 10|3|6 19 6,33 0|0|0|0|0|0|0|0|0 1 0 
RSK3 THUMPD3 12|4|3 19 6,33 0|0|0|0|0|0|0|0|0 1 0 
RSK3 SLC38A2 7|7|4 18 6 0|0|0|0|0|0|0|0|0 1 0 
RSK3 MCAM 8|2|7 17 5,67 0|0|0|0|0|0|0|0|0 1 0 
RSK3 FERMT2 6|7|3 16 5,33 0|0|0|0|0|0|0|0|0 1 0 
RSK3 PIK3R1 6|5|5 16 5,33 0|0|0|0|0|0|0|0|0 1 0 
RSK3 SLC38A1 4|8|4 16 5,33 0|0|0|0|0|0|0|0|0 1 0 
RSK3 SLC6A15 7|4|5 16 5,33 0|0|0|0|0|0|0|0|0 1 0 
RSK3 PEX5 8|0|7 15 5 0|0|0|0|0|0|0|0|0 1 0 
RSK3 DVL1 6|3|5 14 4,67 0|0|0|0|0|0|0|0|0 1 0 
RSK3 NISCH 5|6|3 14 4,67 0|0|0|0|0|0|0|0|0 1 0 
RSK3 OCLN 7|4|3 14 4,67 0|0|0|0|0|0|0|0|0 1 0 
RSK3 AHCYL2 7|6|0 13 4,33 0|0|0|0|0|0|0|0|0 1 0 
RSK3 VAMP3 6|4|3 13 4,33 0|0|0|0|0|0|0|0|0 1 0 
RSK3 BYSL 5|4|3 12 4 0|0|0|0|0|0|0|0|0 1 0 
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RSK3 RICTOR 2|6|4 12 4 0|0|0|0|0|0|0|0|0 1 0 
RSK3 LTV1 5|0|4 9 3 0|0|0|0|0|0|0|0|0 1 0 
RSK3 MARCKSL1 0|4|5 9 3 0|0|0|0|0|0|0|0|0 1 0 
RSK3 ROR2 4|0|4 8 2,67 0|0|0|0|0|0|0|0|0 1 0 
RSK3 YTHDF1 4|0|4 8 2,67 0|0|0|0|0|0|0|0|0 1 0 
RSK3 NAT10 23|10|19 52 17,33 6|6|4|0|3|3|2|0|0 0,99 0 
RSK3 ADD3 14|14|10 38 12,67 2|4|0|4|0|2|0|0|0 0,99 0 
RSK3 LTN1 17|11|6 34 11,33 2|0|2|3|0|0|0|0|0 0,99 0 
RSK3 AP2M1 5|3|2 10 3,33 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,99 0 
RSK3 GTSE1 2|5|3 10 3,33 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,99 0 
RSK3 ZCCHC3 2|3|5 10 3,33 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,99 0 
RSK3 CAV1 2|3|4 9 3 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,99 0 
RSK3 EFR3A 4|0|3 7 2,33 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,99 0 
RSK3 MPP7 3|0|4 7 2,33 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,99 0 
RSK3 MTPAP 3|4|0 7 2,33 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,99 0 
RSK3 PIK3R2 3|4|0 7 2,33 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,99 0 
RSK3 PPP6R2 0|3|4 7 2,33 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,99 0 
RSK3 TSR1 4|0|3 7 2,33 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,99 0 
RSK3 ECD 26|16|24 66 22 7|8|8|0|2|5|0|0|0 0,98 0 
RSK3 FRS2 3|0|3 6 2 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,98 0 
RSK3 NCAPG2 3|0|3 6 2 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,98 0 
RSK3 MARCKS 8|6|12 26 8,67 0|0|0|0|0|0|2|0|0 0,97 0 
RSK3 KIRREL 7|0|2 9 3 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,93 0,01 
RSK3 MACF1 2|4|2 8 2,67 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,93 0,01 
RSK3 PPFIBP1 4|2|2 8 2,67 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,93 0,01 
RSK3 SRPR 2|2|4 8 2,67 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,93 0,01 
RSK3 ATP1B3 5|0|2 7 2,33 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,93 0,01 
RSK3 CSNK2A2 5|0|2 7 2,33 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,93 0,01 
RSK3 IBTK 2|5|0 7 2,33 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,93 0,01 
RSK3 LPHN2 5|0|2 7 2,33 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,93 0,01 
RSK3 MPP1 5|0|2 7 2,33 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,93 0,01 
RSK3 ABI1 4|0|2 6 2 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,93 0,01 
RSK3 MTMR1 4|0|2 6 2 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,93 0,01 
RSK3 PAK4 0|2|4 6 2 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,93 0,01 
RSK3 PANX1 4|2|0 6 2 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,93 0,01 
RSK3 UPF1 4|2|0 6 2 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,93 0,01 
RSK3 PVRL2 2|3|2 7 2,33 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,92 0,02 
RSK3 CD99 2|0|3 5 1,67 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,92 0,02 
RSK3 CDC42BPB 2|0|3 5 1,67 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,92 0,02 










RSK3 CSNK2B 2|0|3 5 1,67 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,92 0,02 
RSK3 PLEKHA5 2|0|3 5 1,67 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,92 0,02 
RSK3 SDCCAG3 3|0|2 5 1,67 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,92 0,02 
RSK3 SLC39A10 2|3|0 5 1,67 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,92 0,02 
RSK3 STXBP3 0|2|3 5 1,67 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,92 0,02 
RSK3 VPS52 2|3|0 5 1,67 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,92 0,02 
RSK3 SCRIB 42|22|30 94 31,33 14|0|2|3|0|3|0|0|0 0,88 0,03 
RSK3 RANBP6 2|2|2 6 2 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,86 0,03 
RSK3 TELO2 2|2|2 6 2 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,86 0,03 
RSK3 AGPAT1 2|0|2 4 1,33 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,86 0,03 
RSK3 ALG5 0|2|2 4 1,33 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,86 0,03 
RSK3 BCOR 2|0|2 4 1,33 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,86 0,03 
RSK3 CLPTM1L 2|0|2 4 1,33 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,86 0,03 
RSK3 EFHD1 0|2|2 4 1,33 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,86 0,03 
RSK3 ELMO2 2|0|2 4 1,33 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,86 0,03 
RSK3 EPB41L4B 2|0|2 4 1,33 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,86 0,03 
RSK3 HAUS1 0|2|2 4 1,33 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,86 0,03 
RSK3 KPNA3 2|2|0 4 1,33 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,86 0,03 
RSK3 MAP2K7 0|2|2 4 1,33 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,86 0,03 
RSK3 SLC7A5 2|2|0 4 1,33 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,86 0,03 
RSK3 STK39 2|2|0 4 1,33 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,86 0,03 
RSK3 SUDS3 2|2|0 4 1,33 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,86 0,03 
RSK3 TUBB3 2|2|0 4 1,33 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,86 0,03 
RSK4 GGA2 34|26|33 93 31 0|0|0|0|0|0|0|0|0 1 0 
RSK4 LTN1 33|24|13 70 23,33 2|0|2|3|0|0|0|0|0 1 0 
RSK4 MAPK1 13|0|4 17 5,67 0|0|0|0|0|0|0|0|0 1 0 
RSK4 MAPK3 7|3|5 15 5 0|0|0|0|0|0|0|0|0 1 0 
RSK4 GRSF1 4|2|6 12 4 0|0|0|0|0|0|0|0|0 1 0 
RSK4 FLOT2 3|4|0 7 2,33 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,99 0 
RSK4 RGPD1 3|0|2 5 1,67 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,92 0,02 
RSK4 DLAT 2|2|0 4 1,33 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,86 0,03 
RSK4 SMN2 2|2|0 4 1,33 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,86 0,03 




Dataset S2. BioID dataset from stable HEK293 Flp-In T-Rex cell lines expressing BirA*-p120ctnWT,  
S320A and S320D 
        















p120CtnWT ANK3 36|45|43 124 41,33 3|0|0|0|0|0|0|0|0 1 0 
p120CtnWT ARHGAP21 15|11|16 42 14 2|0|0|2|2|0|0|0|0 1 0 
p120CtnWT CCDC85C 17|19|13 49 16,33 0|0|0|3|0|0|0|0|0 1 0 
p120CtnWT CDH2 6|4|4 14 4,67 0|0|0|0|0|0|0|0|0 1 0 
p120CtnWT CTNNA1 12|14|10 36 12 0|0|0|0|0|0|0|0|0 1 0 
p120CtnWT CTNNB1 16|11|16 43 14,33 0|0|0|0|0|0|0|0|0 1 0 
p120CtnWT DDX20 4|2|8 14 4,67 0|0|0|0|0|0|0|0|0 1 0 
p120CtnWT DLG1 8|6|8 22 7,33 0|0|0|2|2|0|0|0|0 1 0 
p120CtnWT DLG5 0|5|6 11 3,67 0|0|0|0|0|0|0|0|0 1 0 
p120CtnWT DVL1 6|6|6 18 6 0|0|0|0|0|0|0|0|0 1 0 
p120CtnWT ERBIN 30|29|37 96 32 4|9|5|0|0|0|0|0|0 1 0 
p120CtnWT ERC1 15|9|18 42 14 5|3|0|2|3|0|0|0|0 1 0 
p120CtnWT GPRIN1 4|9|3 16 5,33 0|0|0|0|0|0|0|0|0 1 0 
p120CtnWT KIAA1217 14|9|10 33 11 0|0|0|0|0|0|0|0|0 1 0 
p120CtnWT KLC2 3|8|9 20 6,67 0|0|0|0|0|0|0|0|0 1 0 
p120CtnWT LUZP1 2|4|6 12 4 0|0|0|0|0|0|0|0|0 1 0 
p120CtnWT PLEKHA5 17|19|19 55 18,33 0|0|0|0|0|0|0|0|0 1 0 
p120CtnWT PLEKHA7 13|11|12 36 12 0|0|0|0|0|0|0|0|0 1 0 
p120CtnWT PPP1R13B 19|15|18 52 17,33 0|0|0|0|0|0|0|0|0 1 0 
p120CtnWT SIPA1L3 3|5|5 13 4,33 0|0|0|0|0|0|0|0|0 1 0 
p120CtnWT SORBS1 4|6|9 19 6,33 0|0|0|0|0|0|0|0|0 1 0 
p120CtnWT TJP1 27|30|33 90 30 4|9|7|5|0|0|0|0|0 1 0 
p120CtnWT TP53BP2 17|14|9 40 13,33 0|2|0|0|0|0|0|0|0 1 0 
p120CtnWT TUBB2A 40|53|0 93 31 0|0|3|0|0|2|0|0|0 1 0 
p120CtnWT YWHAH 5|3|4 12 4 0|0|0|0|0|0|0|0|0 1 0 
p120CtnWT CEP55 4|0|3 7 2,33 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,99 0 
p120CtnWT DTNA 3|3|4 10 3,33 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,99 0 
p120CtnWT EPB41L1 0|6|3 9 3 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,99 0 
p120CtnWT LPP 3|4|3 10 3,33 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,99 0 
p120CtnWT NEFL 4|0|3 7 2,33 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,99 0 
p120CtnWT PKP4 2|4|3 9 3 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,99 0 
p120CtnWT SPTBN1 2|4|3 9 3 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,99 0 
p120CtnWT YTHDF1 0|3|5 8 2,67 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,99 0 
p120CtnWT YTHDF2 3|3|7 13 4,33 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,99 0 
p120CtnWT HAUS1 3|2|3 8 2,67 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,98 0 
p120CtnWT IFT74 3|3|3 9 3 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,98 0 
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p120CtnWT RRM2 2|3|3 8 2,67 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,98 0 
p120CtnWT SIPA1L1 0|3|3 6 2 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,98 0 
p120CtnWT USP6NL 0|3|3 6 2 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,98 0 
p120CtnWT PARD3 9|11|14 34 11,33 3|0|0|0|0|0|0|0|0 0,97 0 
p120CtnWT ALMS1 0|2|7 9 3 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,95 0 
p120CtnWT CAMSAP3 2|0|4 6 2 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,95 0,01 
p120CtnWT CCDC88C 0|4|2 6 2 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,95 0,01 
p120CtnWT DCP1B 0|4|2 6 2 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,95 0,01 
p120CtnWT EPHA2 2|3|2 7 2,33 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,95 0,01 
p120CtnWT HSPA4L 2|0|5 7 2,33 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,95 0,01 
p120CtnWT IRS2 2|5|2 9 3 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,95 0,01 
p120CtnWT LZTS2 2|0|4 6 2 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,95 0,01 
p120CtnWT MAGI1 2|3|0 5 1,67 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,95 0,01 
p120CtnWT MARK3 0|2|3 5 1,67 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,95 0,01 
p120CtnWT PAK4 2|0|5 7 2,33 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,95 0,01 
p120CtnWT PDZD11 2|2|4 8 2,67 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,95 0,01 
p120CtnWT RASSF8 2|0|3 5 1,67 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,95 0,01 
p120CtnWT RUFY1 2|0|4 6 2 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,95 0,01 
p120CtnWT SNAP23 3|2|2 7 2,33 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,95 0,01 
p120CtnWT SOGA1 3|0|2 5 1,67 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,95 0,01 
p120CtnWT TACC3 2|2|3 7 2,33 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,95 0,01 
p120CtnWT TANC1 2|0|3 5 1,67 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,95 0,01 
p120CtnWT TNRC6A 2|0|4 6 2 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,95 0,01 
p120CtnWT UPF1 2|3|0 5 1,67 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,95 0,01 
p120CtnWT WDR62 3|2|0 5 1,67 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,95 0,01 
p120CtnWT ABLIM1 2|0|2 4 1,33 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,91 0,02 
p120CtnWT CCP110 2|2|0 4 1,33 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,91 0,02 
p120CtnWT CNOT3 2|0|2 4 1,33 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,91 0,02 
p120CtnWT CYLD 0|2|2 4 1,33 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,91 0,02 
p120CtnWT FXR2 0|2|2 4 1,33 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,91 0,02 
p120CtnWT KDELR2 2|2|2 6 2 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,91 0,02 
p120CtnWT NUMB 2|0|2 4 1,33 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,91 0,02 
p120CtnWT NUP88 2|2|0 4 1,33 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,91 0,02 
p120CtnWT PDLIM7 2|0|2 4 1,33 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,91 0,02 
p120CtnWT PEAK1 0|2|2 4 1,33 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,91 0,02 
p120CtnWT PFDN6 2|2|0 4 1,33 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,91 0,02 
p120CtnWT PIK3C3 2|2|0 4 1,33 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,91 0,02 
p120CtnWT SRPRA 0|2|2 4 1,33 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,91 0,02 
p120CtnWT STRN4 2|0|2 4 1,33 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,91 0,02 
p120CtnWT TXLNA 2|2|2 6 2 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,91 0,02 
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p120CtnWT BUB1B 5|4|10 19 6,33 0|0|2|0|2|0|0|0|0 0,84 0,04 
p120CtnWT AP3M1 5|5|0 10 3,33 2|0|0|0|0|0|0|0|0 0,79 0,04 
p120CtnWT ANKHD1 5|5|8 18 6 0|0|0|0|3|0|0|0|0 0,71 0,05 
p120CtnWT SCRIB 26|15|24 65 21,67 14|0|2|2|0|0|0|0|0 0,71 0,05 
p120CtnWT TNIP1 4|5|4 13 4,33 0|0|0|0|2|0|0|0|0 0,71 0,04 
p120CtnWT TNRC6B 0|5|16 21 7 0|4|0|0|0|0|0|0|0 0,71 0,04 
p120CtnWT HAUS5 10|5|8 23 7,67 5|0|0|0|0|0|0|0|0 0,7 0,05 
p120CtnWT KIAA1671 0|5|7 12 4 3|0|0|0|0|0|0|0|0 0,68 0,05 
p120CtnWT LRRC49 6|0|3 9 3 2|0|0|0|0|0|0|0|0 0,67 0,05 
p120CtnWT ESYT2 4|4|4 12 4 2|0|0|0|0|0|0|0|0 0,64 0,05 
p120CtnWT SPTAN1 8|5|3 16 5,33 2|0|0|0|0|0|3|0|0 0,6 0,06 
p120CtnWT GEMIN4 4|6|3 13 4,33 0|0|0|0|0|0|3|0|0 0,57 0,07 
p120CtnWT ARHGEF2 5|7|5 17 5,67 4|0|0|0|0|0|0|0|0 0,56 0,07 
p120CtnWT SLC25A4 14|13|14 41 13,67 0|2|0|9|0|0|0|0|0 0,56 0,08 
p120CtnWT APC 3|2|4 9 3 2|0|0|0|0|0|0|0|0 0,54 0,08 
p120CtnWT ATXN2 3|4|3 10 3,33 0|0|0|0|2|0|0|0|0 0,54 0,08 
p120CtnWT CNOT10 3|3|4 10 3,33 2|0|0|0|0|0|0|0|0 0,54 0,08 
p120CtnWT FXR1 3|0|4 7 2,33 0|0|0|2|0|0|0|0|0 0,54 0,08 
p120CtnWT LSM12 3|3|4 10 3,33 0|0|2|0|0|0|0|0|0 0,54 0,08 
p120CtnWT AIFM1 11|28|11 50 16,67 7|0|0|2|5|0|2|0|0 0,52 0,09 
p120CtnWT KANK2 2|0|5 7 2,33 2|0|0|0|0|0|0|0|0 0,52 0,09 
p120CtnWT MARCKS 2|5|0 7 2,33 0|0|0|0|0|0|2|0|0 0,52 0,09 
p120CtnS320A ACTA1 13|15|0 28 9,33 0|0|0|0|0|0|0|0|0 1 0 
p120CtnS320A ANK3 41|42|36 119 39,67 3|0|0|0|0|0|0|0|0 1 0 
p120CtnS320A ARHGAP21 15|10|11 36 12 2|0|0|2|2|0|0|0|0 1 0 
p120CtnS320A CCDC85C 19|22|19 60 20 0|0|0|3|0|0|0|0|0 1 0 
p120CtnS320A CDH2 7|7|4 18 6 0|0|0|0|0|0|0|0|0 1 0 
p120CtnS320A CTNNA1 19|10|20 49 16,33 0|0|0|0|0|0|0|0|0 1 0 
p120CtnS320A CTNNA2 7|5|8 20 6,67 0|0|0|0|0|0|0|0|0 1 0 
p120CtnS320A CTNNB1 25|20|20 65 21,67 0|0|0|0|0|0|0|0|0 1 0 
p120CtnS320A DDX20 5|5|5 15 5 0|0|0|0|0|0|0|0|0 1 0 
p120CtnS320A DLG1 13|5|9 27 9 0|0|0|2|2|0|0|0|0 1 0 
p120CtnS320A DLG5 6|5|10 21 7 0|0|0|0|0|0|0|0|0 1 0 
p120CtnS320A DVL1 6|0|5 11 3,67 0|0|0|0|0|0|0|0|0 1 0 
p120CtnS320A EPHA2 5|6|7 18 6 0|0|0|0|0|0|0|0|0 1 0 
p120CtnS320A ERBIN 41|25|35 101 33,67 4|9|5|0|0|0|0|0|0 1 0 
p120CtnS320A FLOT2 6|5|3 14 4,67 0|0|0|0|0|0|0|0|0 1 0 
p120CtnS320A GPRIN1 7|6|8 21 7 0|0|0|0|0|0|0|0|0 1 0 
p120CtnS320A HAUS1 3|4|4 11 3,67 0|0|0|0|0|0|0|0|0 1 0 
p120CtnS320A HIST2H2AA4 8|12|0 20 6,67 0|0|0|0|0|0|0|0|0 1 0 
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p120CtnS320A IFT74 4|4|3 11 3,67 0|0|0|0|0|0|0|0|0 1 0 
p120CtnS320A KIAA1217 16|13|7 36 12 0|0|0|0|0|0|0|0|0 1 0 
p120CtnS320A KLC2 5|4|3 12 4 0|0|0|0|0|0|0|0|0 1 0 
p120CtnS320A LPP 5|4|2 11 3,67 0|0|0|0|0|0|0|0|0 1 0 
p120CtnS320A PDZD11 4|3|4 11 3,67 0|0|0|0|0|0|0|0|0 1 0 
p120CtnS320A PLEKHA5 27|21|20 68 22,67 0|0|0|0|0|0|0|0|0 1 0 
p120CtnS320A PLEKHA7 28|17|19 64 21,33 0|0|0|0|0|0|0|0|0 1 0 
p120CtnS320A PPP1R13B 23|19|26 68 22,67 0|0|0|0|0|0|0|0|0 1 0 
p120CtnS320A RASSF8 4|2|4 10 3,33 0|0|0|0|0|0|0|0|0 1 0 
p120CtnS320A SPTBN1 6|7|0 13 4,33 0|0|0|0|0|0|0|0|0 1 0 
p120CtnS320A TJP1 34|26|22 82 27,33 4|9|7|5|0|0|0|0|0 1 0 
p120CtnS320A TP53BP2 22|20|13 55 18,33 0|2|0|0|0|0|0|0|0 1 0 
p120CtnS320A TUBA1A 118|130|0 248 82,67 20|11|7|32|0|0|0|22|16 1 0 
p120CtnS320A TUBB2A 0|81|46 127 42,33 0|0|3|0|0|2|0|0|0 1 0 
p120CtnS320A YTHDF1 4|3|5 12 4 0|0|0|0|0|0|0|0|0 1 0 
p120CtnS320A YWHAH 5|3|5 13 4,33 0|0|0|0|0|0|0|0|0 1 0 
p120CtnS320A ALMS1 4|0|3 7 2,33 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,99 0 
p120CtnS320A CEP192 4|0|3 7 2,33 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,99 0 
p120CtnS320A LRRC49 5|9|10 24 8 2|0|0|0|0|0|0|0|0 0,99 0 
p120CtnS320A NEFL 4|0|3 7 2,33 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,99 0 
p120CtnS320A PKP4 3|3|4 10 3,33 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,99 0 
p120CtnS320A SIPA1L3 6|3|3 12 4 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,99 0 
p120CtnS320A SORBS1 5|3|0 8 2,67 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,99 0 
p120CtnS320A FHL3 2|3|3 8 2,67 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,98 0 
p120CtnS320A YTHDF2 3|3|3 9 3 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,98 0 
p120CtnS320A NCKAP1 9|6|10 25 8,33 3|0|0|0|0|0|0|0|2 0,97 0 
p120CtnS320A PARD3 9|10|18 37 12,33 3|0|0|0|0|0|0|0|0 0,96 0 
p120CtnS320A AFG3L2 5|2|0 7 2,33 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,95 0,01 
p120CtnS320A CHMP2B 2|0|3 5 1,67 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,95 0,01 
p120CtnS320A COQ8A 2|4|0 6 2 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,95 0,01 
p120CtnS320A FXR2 2|0|3 5 1,67 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,95 0,01 
p120CtnS320A IDH3B 2|3|0 5 1,67 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,95 0,01 
p120CtnS320A IRS2 2|2|3 7 2,33 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,95 0,01 
p120CtnS320A JCAD 2|0|4 6 2 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,95 0,01 
p120CtnS320A MCU 3|0|2 5 1,67 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,95 0,01 
p120CtnS320A NUMB 2|2|3 7 2,33 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,95 0,01 
p120CtnS320A PCNT 4|2|2 8 2,67 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,95 0,01 
p120CtnS320A PDCD6 2|3|0 5 1,67 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,95 0,01 
p120CtnS320A PLCH1 5|0|2 7 2,33 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,95 0,01 
p120CtnS320A RPL35 2|4|0 6 2 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,95 0,01 
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p120CtnS320A SNAP23 2|2|3 7 2,33 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,95 0,01 
p120CtnS320A TRIOBP 0|2|3 5 1,67 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,95 0,01 
p120CtnS320A UPF1 2|4|0 6 2 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,95 0,01 
p120CtnS320A VANGL1 2|5|0 7 2,33 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,95 0,01 
p120CtnS320A ERC1 13|12|13 38 12,67 5|3|0|2|3|0|0|0|0 0,94 0,02 
p120CtnS320A ANAPC7 0|2|2 4 1,33 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,91 0,02 
p120CtnS320A BOLA2 2|0|2 4 1,33 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,91 0,02 
p120CtnS320A CAMSAP3 2|2|0 4 1,33 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,91 0,02 
p120CtnS320A CCP110 0|2|2 4 1,33 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,91 0,02 
p120CtnS320A DCP1B 0|2|2 4 1,33 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,91 0,02 
p120CtnS320A DDX56 0|2|2 4 1,33 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,91 0,02 
p120CtnS320A DNAAF5 2|2|0 4 1,33 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,91 0,02 
p120CtnS320A HAX1 2|2|0 4 1,33 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,91 0,02 
p120CtnS320A LUZP1 2|0|2 4 1,33 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,91 0,02 
p120CtnS320A MARK3 2|0|2 4 1,33 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,91 0,02 
p120CtnS320A NUP88 2|0|2 4 1,33 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,91 0,02 
p120CtnS320A PLEKHA6 2|2|0 4 1,33 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,91 0,02 
p120CtnS320A RRM2 2|2|0 4 1,33 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,91 0,02 
p120CtnS320A SHKBP1 2|0|2 4 1,33 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,91 0,02 
p120CtnS320A SNTB2 0|2|2 4 1,33 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,91 0,02 
p120CtnS320A SPC24 2|2|0 4 1,33 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,91 0,02 
p120CtnS320A SRPRA 2|2|0 4 1,33 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,91 0,02 
p120CtnS320A USP6NL 0|2|2 4 1,33 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,91 0,02 
p120CtnS320A TUBB4A 62|77|0 139 46,33 9|4|6|0|0|0|29|0|0 0,9 0,03 
p120CtnS320A SLC25A4 20|0|20 40 13,33 0|2|0|9|0|0|0|0|0 0,84 0,04 
p120CtnS320A SCRIB 33|24|26 83 27,67 14|0|2|2|0|0|0|0|0 0,83 0,04 
p120CtnS320A AP3M1 4|4|7 15 5 2|0|0|0|0|0|0|0|0 0,79 0,04 
p120CtnS320A ESYT2 5|2|5 12 4 2|0|0|0|0|0|0|0|0 0,79 0,04 
p120CtnS320A UTRN 50|33|32 115 38,33 19|4|3|2|0|0|0|0|0 0,75 0,04 
p120CtnS320A ANKHD1 6|7|6 19 6,33 0|0|0|0|3|0|0|0|0 0,74 0,04 
p120CtnS320A INA 5|4|0 9 3 0|0|2|0|0|0|0|0|0 0,71 0,04 
p120CtnS320A ARHGEF2 6|7|2 15 5 4|0|0|0|0|0|0|0|0 0,62 0,06 
p120CtnS320A GEMIN4 4|3|7 14 4,67 0|0|0|0|0|0|3|0|0 0,62 0,06 
p120CtnS320A PCNA 3|5|3 11 3,67 0|0|0|2|0|0|0|0|0 0,62 0,06 
p120CtnS320A HAUS5 5|6|10 21 7 5|0|0|0|0|0|0|0|0 0,61 0,06 
p120CtnS320A MARCKS 2|7|0 9 3 0|0|0|0|0|0|2|0|0 0,6 0,06 
p120CtnS320A ANK2 11|10|0 21 7 6|0|0|0|2|0|0|0|0 0,59 0,07 
p120CtnS320A SMC3 24|17|9 50 16,67 9|6|0|5|4|0|0|5|0 0,58 0,07 
p120CtnS320A AIFM1 19|11|12 42 14 7|0|0|2|5|0|2|0|0 0,57 0,07 
p120CtnS320A XPO7 2|6|0 8 2,67 2|0|0|0|0|0|0|0|0 0,57 0,07 
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p120CtnS320A APC 3|4|0 7 2,33 2|0|0|0|0|0|0|0|0 0,54 0,08 
p120CtnS320A KANK2 4|2|3 9 3 2|0|0|0|0|0|0|0|0 0,54 0,08 
p120CtnS320A LSM12 4|3|3 10 3,33 0|0|2|0|0|0|0|0|0 0,54 0,08 
p120CtnS320A TMEM33 2|3|4 9 3 2|0|0|0|0|0|0|0|0 0,54 0,08 
p120CtnS320A TNIP1 4|3|3 10 3,33 0|0|0|0|2|0|0|0|0 0,54 0,08 
p120CtnS320A VDAC2 6|9|4 19 6,33 2|0|0|0|0|0|4|0|0 0,53 0,09 
p120CtnS320A COG7 0|2|5 7 2,33 2|0|0|0|0|0|0|0|0 0,52 0,09 
p120CtnS320A KIAA1671 4|2|5 11 3,67 3|0|0|0|0|0|0|0|0 0,52 0,1 
p120CtnS320A EIF3C 7|6|6 19 6,33 0|0|0|0|5|0|0|0|0 0,51 0,1 
p120ctnS320D ACTA1 14|9|9 32 10,67 0|0|0|0|0|0|0|0|0 1 0 
p120ctnS320D AIFM1 20|19|13 52 17,33 7|0|0|2|5|0|2|0|0 1 0 
p120ctnS320D ANK3 52|47|47 146 48,67 3|0|0|0|0|0|0|0|0 1 0 
p120ctnS320D CCDC85C 25|22|25 72 24 0|0|0|3|0|0|0|0|0 1 0 
p120ctnS320D CDH2 8|3|5 16 5,33 0|0|0|0|0|0|0|0|0 1 0 
p120ctnS320D CTNNA1 14|7|16 37 12,33 0|0|0|0|0|0|0|0|0 1 0 
p120ctnS320D CTNNB1 22|11|18 51 17 0|0|0|0|0|0|0|0|0 1 0 
p120ctnS320D DDX20 4|0|4 8 2,67 0|0|0|0|0|0|0|0|0 1 0 
p120ctnS320D DVL1 3|4|5 12 4 0|0|0|0|0|0|0|0|0 1 0 
p120ctnS320D EIF4ENIF1 2|7|10 19 6,33 0|0|0|0|0|0|0|0|0 1 0 
p120ctnS320D ERBIN 26|17|33 76 25,33 4|9|5|0|0|0|0|0|0 1 0 
p120ctnS320D FLOT2 5|5|0 10 3,33 0|0|0|0|0|0|0|0|0 1 0 
p120ctnS320D HIST2H2AA4 8|9|6 23 7,67 0|0|0|0|0|0|0|0|0 1 0 
p120ctnS320D MYCBP2 12|23|53 88 29,33 0|0|0|0|0|0|0|0|0 1 0 
p120ctnS320D PLEKHA5 20|12|17 49 16,33 0|0|0|0|0|0|0|0|0 1 0 
p120ctnS320D PLEKHA7 17|9|18 44 14,67 0|0|0|0|0|0|0|0|0 1 0 
p120ctnS320D PPP1R13B 27|16|28 71 23,67 0|0|0|0|0|0|0|0|0 1 0 
p120ctnS320D SORBS1 7|4|0 11 3,67 0|0|0|0|0|0|0|0|0 1 0 
p120ctnS320D TP53BP2 22|16|18 56 18,67 0|2|0|0|0|0|0|0|0 1 0 
p120ctnS320D AGO2 0|3|4 7 2,33 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,99 0 
p120ctnS320D ALMS1 3|2|5 10 3,33 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,99 0 
p120ctnS320D GPRIN1 3|2|4 9 3 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,99 0 
p120ctnS320D KIAA1217 10|2|3 15 5 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,99 0 
p120ctnS320D NKRF 2|3|4 9 3 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,99 0 
p120ctnS320D PDZD11 3|0|7 10 3,33 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,99 0 
p120ctnS320D RPL26L1 2|3|5 10 3,33 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,99 0 
p120ctnS320D SH3GLB2 9|14|17 40 13,33 0|0|0|0|3|0|0|0|0 0,99 0 
p120ctnS320D SIPA1L3 4|2|3 9 3 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,99 0 
p120ctnS320D CEP192 3|0|3 6 2 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,98 0 
p120ctnS320D LPP 3|2|3 8 2,67 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,98 0 
p120ctnS320D NUP188 7|7|0 14 4,67 2|2|0|0|0|0|0|0|0 0,98 0 
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p120ctnS320D UPF1 0|3|3 6 2 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,98 0 
p120ctnS320D LSM14A 6|6|14 26 8,67 0|2|0|0|2|0|0|0|0 0,96 0 
p120ctnS320D AFG3L2 3|2|0 5 1,67 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,95 0,01 
p120ctnS320D AKT2 0|3|2 5 1,67 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,95 0,01 
p120ctnS320D CNOT3 0|3|2 5 1,67 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,95 0,01 
p120ctnS320D COQ8A 0|3|2 5 1,67 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,95 0,01 
p120ctnS320D DLG1 6|4|7 17 5,67 0|0|0|2|2|0|0|0|0 0,95 0,01 
p120ctnS320D EPHA2 3|2|0 5 1,67 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,95 0,01 
p120ctnS320D FBXO45 0|2|3 5 1,67 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,95 0,01 
p120ctnS320D FYTTD1 0|3|2 5 1,67 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,95 0,01 
p120ctnS320D HAUS1 2|3|0 5 1,67 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,95 0,01 
p120ctnS320D IRS2 3|2|2 7 2,33 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,95 0,01 
p120ctnS320D KLC2 4|0|2 6 2 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,95 0,01 
p120ctnS320D NXF1 0|2|3 5 1,67 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,95 0,01 
p120ctnS320D PKP4 4|2|0 6 2 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,95 0,01 
p120ctnS320D PLCH1 2|0|3 5 1,67 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,95 0,01 
p120ctnS320D RRM2 2|2|3 7 2,33 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,95 0,01 
p120ctnS320D SHKBP1 2|2|4 8 2,67 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,95 0,01 
p120ctnS320D SIPA1L1 2|0|4 6 2 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,95 0,01 
p120ctnS320D TCHP 0|2|3 5 1,67 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,95 0,01 
p120ctnS320D UFL1 2|3|0 5 1,67 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,95 0,01 
p120ctnS320D LRRC49 5|6|13 24 8 2|0|0|0|0|0|0|0|0 0,94 0,02 
p120ctnS320D AHCYL2 2|0|2 4 1,33 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,91 0,02 
p120ctnS320D ARAF 0|2|2 4 1,33 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,91 0,02 
p120ctnS320D IFT74 0|2|2 4 1,33 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,91 0,02 
p120ctnS320D KDELR2 0|2|2 4 1,33 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,91 0,02 
p120ctnS320D SKP1 0|2|2 4 1,33 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,91 0,02 
p120ctnS320D SPC24 2|2|0 4 1,33 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,91 0,02 
p120ctnS320D VANGL1 2|2|0 4 1,33 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,91 0,02 
p120ctnS320D WDR62 2|0|2 4 1,33 0|0|0|0|0|0|0|0|0 0,91 0,02 
p120ctnS320D AP3M1 3|5|8 16 5,33 2|0|0|0|0|0|0|0|0 0,88 0,03 
p120ctnS320D ERC1 12|10|13 35 11,67 5|3|0|2|3|0|0|0|0 0,88 0,03 
p120ctnS320D ARHGAP21 7|8|8 23 7,67 2|0|0|2|2|0|0|0|0 0,86 0,03 
p120ctnS320D ANKHD1 9|4|7 20 6,67 0|0|0|0|3|0|0|0|0 0,84 0,04 
p120ctnS320D ESYT2 0|5|5 10 3,33 2|0|0|0|0|0|0|0|0 0,79 0,04 
p120ctnS320D TJP1 27|17|19 63 21 4|9|7|5|0|0|0|0|0 0,72 0,04 
p120ctnS320D ANK2 0|10|13 23 7,67 6|0|0|0|2|0|0|0|0 0,66 0,05 
p120ctnS320D SCRIB 24|19|24 67 22,33 14|0|2|2|0|0|0|0|0 0,65 0,05 
p120ctnS320D KANK2 3|2|5 10 3,33 2|0|0|0|0|0|0|0|0 0,62 0,06 






p120ctnS320D PARD3 3|5|5 13 4,33 3|0|0|0|0|0|0|0|0 0,58 0,07 
p120ctnS320D TNRC6B 5|0|7 12 4 0|4|0|0|0|0|0|0|0 0,56 0,07 
p120ctnS320D TMEM33 0|2|5 7 2,33 2|0|0|0|0|0|0|0|0 0,52 0,09 
p120ctnS320D TUBB4B 108|93|47 248 82,67 5|7|6|27|41|0|0|17|16 0,52 0,1 
p120ctnS320D HAUS5 6|5|7 18 6 5|0|0|0|0|0|0|0|0 0,51 0,1 
